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Les cellules eucaryotes perçoivent d’innombrables signaux en provenance du milieu
extracellulaire. Plusieurs récepteurs exprimés en surface les intègrent pour ensuite les
retransmettre efficacement en direction du noyau dans le but d’induire une réponse
physiologique appropriée permettant à la cellule de maintenir son homéostasie. Ces
signaux sont véhiculés à travers ta cellule par l’intermédiaire d’un important réseau de
communication intracellulaire défini par différentes cascades de signalisation. L’une
d’entre elles appelée la voie de signalisation Ras/MAPK, assure la régulation de nombreux
processus fondamentaux, telles la survie, l’apoptose, la prolifération et la différenciation
cellulaire. Elle est définie par un module de trois kinases respectivement appelées RAF,
MEK et MAPK. Plusieurs cribles génétiques réalisés chez la drosophile ont été élaborés
dans le but d’identifier de nouvelles composantes impliquées au sein de cette cascade de
signalisation. Les protéines d’échafaudage KSR et CNK ont ainsi été identifiées.
Cette thèse porte sur la caractérisation du rôle de CNK dans de la signalisation
Ras/MAPK. Selon nos résultats, CNK a une fonction à action « bimodale » lui permettant
de réguler, autant en condition inactivée qu’en condition activée, la voie de signalisation.
En absence d’un signal, CNK a la capacité de réguler négativement la voie de signalisation
Ras/MAPK. Sa portion carboxy-terminale comporte une région à double composante
appelée la région RIR (<f RAF inhibitory region »), qui semble avoir la capacité de
maintenir le domaine kinase de RAF dans une conformation inactive, prévenant
possiblement la phosphorylation inadéquate de MEK avant stimulation. Suite à la
stimulation d’un récepteur tyrosine kinase, 5rc42 s’associe à une région conservée de CNK,
appelée la région Y 1163, positionnée immédiatement en carboxy-terrninal du RIR. Cette
association semble inhiber l’effet répresseur exercé par la région RIR de CNK sur le
domaine kinase de RAF. Étonnamment, cette désinhibition semble dépendre de la liaison
des domaines SH3 et SH2 de Src42 et non de son activité kinase. La portion
amino-terminale de CNK permet quant à elle, suivant l’intégration d’un signal Ras,
d’accentuer la signalisation en favorisant potentiellement l’activation de RAF par un
mécanisme moléculaire qui dépend à la fois de KSR et d’une nouvelle composante de la
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voie appelée HYP. Il avait déjà été démontré que le rôle de K$R dans ce processus
d’activation était de faciliter la phosphorylation de MEK par RAF en favorisant leur
rapprochement mutuel. Or nos résultats suggèrent que son rôle ne se limite pas à une
simple activité d’échafaudage. En fait, son mécanisme d’action serait potentiellement de
moduler l’activité du domaine kinase de RAF par modification allostérique. La protéine
HYP semble quant à elle assurer l’association de KSR au domaine SAM de CNK, un
événement qui serait d’ailleurs essentiel au processus d’activation de RAF. CNK serait
donc une plate-forme moléculaire permettant d’assembler simultanément différentes
composantes de la voie dans le but de réguler efficacement l’activation de RAF. CNK doit
cependant intégrer deux signaux distincts conjointement requis pour désinhiber d’une part
la région RIR de CNK et d’autre part activer de la voie de signalisation Ras/MAPK par un
mécanisme qui dépend de K$R.
Mots clés signalisation intracellulaire, Ras, RAF, domaine kinase, CNK, KSR, HYP.
VAbstract
Eukaryotic ceils perceive a vast anay of signais coming from the extracellular
medium. Several classes of receptor molecules receive and transmit those signals to the
nucleus or other intracellular parts of the ceil to induce a suitable physiological output
enabling the celi to maintain its homeostasis. Those signais are conveyed through the celi
by a compiex intracellular communication network defined by various signaliing cascades.
One of these is called the Ras/MÀPK pathway which is involved in the regulation of many
fundamental processes such as survival, apoptosis, proliferation and cellular differentiation.
It is defined by a module of three kinases respectiveiy caÏied RAF, MEK and MAPK.
Severai genetic screens were conducted in Drosophiia to identify new components of this
signalling cascade, which led to the identification of two scaffolding proteins, narneÏy KSR
and CNK.
This thesis discusses the characterization of the CNK function within the
Ras/MAPK pathway. Our results suggest that CNK has a bimodal function which controls
the pathway in active and inactive conditions. On the one hand, its C-terminal portion
contains a bipartite region caiied the RIR that appears to bind the kinase domain of RAF
and maintains it in an inactive conformation, thereby preventing inadequate MEK
phosphorylation in absence of a signal. Conversely, upon RTK stimulation, Src42
associates with a conserved region located C-terminai to the RIR called the Y 1163 region.
This association seems to release the inhibitory effect mediated by the RIR region on RAF
catalytic activity. Surprisingly, this derepression does not involve Src42 catalytic function,
but depends on both its $H3 and SH2 domains. In addition, the N-terminal portion of CNK
aïlows, following the integration of a Ras signal, the activation of RAF by a molecular
mechanism that depends on the recruitment of KSR via a new SAM domain-containing
protein called HYP. Although KSR had already been shown to be involved in the pathway
by scaffolding MEK to RAF, our resuits suggest that the role of KSR is not iirnited to this
scaffolding function, but that it modulates RAF kinase activity possibiy tbrough an
aliosteric mechanism. Therefore, it appears that CNX is a moiecuiar platform assembling
VI
simultaneously various components of the Ras/MAPK pathway to regulate RAF and MEK
activation.
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Avant-propos et contribution des auteurs
La voie de signalisation Ras/MAPK régule plusieurs processus biologiques
fondamentaux nécessaires au maintien de l’homéostasie d’une cellule. Cette voie est
fréquemment suractivée dans certaines formes de cancers d’où l’intérêt d’étudier en détail
les différents mécanismes moléculaires qui assurent la régulation de son processus
d’activation. Plusieurs cribles génétiques réalisés chez la drosophile ont permis
l’identification de nouvelles composantes nécessaires à la régulation de cette voie de
signalisation. Cette thèse tente de démontrer l’importance fonctionnelle de l’une d’entre
elles, appelée CNK, dans l’activation de la voie de signalisation Ras/MAPK.
Cette thèse comporte quatre chapitres. Le premier est une introduction qui offre une
synthèse entourant les mécanismes de transmission des signaux au sein de la signalisation
Ras en aval des récepteurs tyrosine kinases (RTKs). Les processus d’activation des
différentes composantes du module MAPK sont décrits. Ce résumé offre également
certaines informations concernant les protéines d’échafaudage impliquées dans la
signalisation Ras/MAPK ainsi que les différents régulateurs négatifs agissant au sein de la
voie.
Les trois chapitres suivants forment le corps de l’ouvrage. Les chapitres 2 et 3
correspondent à des manuscrits relatant les différents résultats obtenus au cours de ma
formation. Le premier article (chapitre 2) a déjà été publié en 2003 dans la revue The
EMBO Journal, alors que le second (chapitre 3) est en préparation.
La majorité des travaux qui font l’objet du deuxième chapitre ont été réalisés par
moi-même. Le Dr François Roy a contribué en générant la figure 2.1A et 2.6C. Il a
également participé à la cartographie du site de liaison de RAF sur CNK. Martin
Lefrançois a démontré l’association directe entre RAF et CNK au moyen du système à
double hybride chez la levure (Lefrançois et Therrien, données non publiées). Aime
Valérie Armengod a généré la mouche transgénique sE-CNK FLtM, puis réalisé les
interactions génétiques montrées à la figure 2.5. Gino Laberge a quant à lui démontré
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l’existence d’une association entre les formes endogènes de RAF et de CNK (figure 2. 1C).
Le manuscrit a été écrit par le Dr Marc Therrien, mais j’ai participé à son élaboration.
Le chapitre 3 correspond au second manuscrit qui sera bientôt soumis pour
publication. La majorité des résultats générés pour l’élaboration de cet article ont été
réalisés par moi-même. La Dre Malha $ahmi a contribué en identifiant HYP à l’aide de la
technique d’ARN double brin à interférence. Elle a fait les figures 3.6A et 3.6D de cet
article. Gino Laberge m’a aidé à générer les différentes mouches transgéniques utilisées
pour réaliser l’essai de sauvegarde de la létalité dont les résultats figurent à la Table 3.1. Le
manuscrit a été écrit par le Dr Marc Therrien, mais j’ai participé à son élaboration.
Le quatrième chapitre discute des différents résultats exposés dans cette thèse en
tentant d’établir un modèle d’activation de la voie de signalisation Ras/MAPK en aval des
RTKs. Un nouveau mécanisme d’action de K$R au sein du module MAPK est proposé en
relation à CNK dans la régulation de l’activité kinase de RAF.
Deux articles supplémentaires ont été ajoutés en annexe puisqu’ils fournissent
certaines informations qui faciliteront d’une part la compréhension du rôle de KSR au sein
de la voie de signalisation Ras et d’autre part l’implication de Src42 dans le désengagement
de la région RIR de CNK.
1. CHAPITRE 1
Introduction
21.1. Voies de signalisation et carcinogenèse
La cellule perçoit une quantité impressionnante d’informations en provenance du
milieu extracellulaire. Elle doit les intégrer pour ensuite les transmettre efficacement en
direction du noyau dans le but de réguler adéquatement les divers processus moléculaires
qui garantissent le maintien de son homéostasie. Cette transmission est assurée par un
réseau de communication intracellulaire complexe défini par différentes voies de
signalisation qui permettront l’induction d’une réponse biologique appropriée en fonction
de la stimulation initialement perçue. La communication entre ces voies de signalisation
doit nécessairement être efficace puisque la cellule, qui est en soi une unité fonctionnelle,
doit répondre correctement aux signaux externes. Comprendre comment ce réseau de
communication opère in vivo est donc un défi de taille d’autant plus que sa désorganisation
entraîne l’apparition des cellules cancéreuses. En effet, il semblerait que la carcinogenèse
chez l’humain soit le résultat d’altérations génétiques multiples qui transforment
progressivement une cellule saine en cellule cancéreuse en perturbant séquentiellement
différentes voies de signalisation normalement impliquées dans le contrôle de la
prolifération, de la motilité et de la survie cellulaire. Ces altérations permettent ainsi de
contourner les différents points de contrôle qui gouvernent normalement le réseau de
communication intracellulaire et les mécanismes de réparation de l’ADN (Beli and Ryan,
2005; Vogelstein and Kinzler, 2004). Les cellules cancéreuses sont génétiquement
instables et peuvent favoriser l’induction progressive de diverses mutations en réponse à
une pression sélective (van Haaften et al., 2004). Ce «modus operandi» pourrait être
analogue à celui favorisant l’évolution des espèces telle que décrite par Darwin (Hanahan
and Weinberg, 2000). Ces modifications leur permettent d’acquérir de nouvelles
caractéristiques avantageuses dont la capacité à proliférer indépendamment des signaux
extracellulaires. L’angiogenèse anormale, l’inhibition de l’apoptose et la production de
métastases sont des propriétés supplémentaires qui leur confèrent un sérieux avantage. Au
stade avancé de la maladie, les approches thérapeutiques devront donc être foudroyantes et
certainement très spécifiques si l’on espère contrer sa progression sans affecter les tissus
sains (Martin, 2003).
3Notre laboratoire étudie la voie de signalisation Ras/MAPK, laquelle est
fréquemment perturbée dans plusieurs formes de cancers (Thompson and Lyons, 2005).
Elle gouverne différents processus cellulaires fondamentaux tels que la prolifération, la
différenciation, la survie et l’apoptose. Divers événements moléculaires régulent avec
exactitude chaque étape menant vers son activation ou son inactivation. Nous tentons de
comprendre ces mécanismes moléculaires dans l’espoir d’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques efficaces susceptibles d’entraver la progression tumorale associée à une
suractivation de la voie Ras/MAPK. Cette introduction décrit d’abord les mécanismes
moléculaires qui assurent la perception et la transmission de signaux en direction du noyau
pour ensuite s’attarder aux différentes composantes de la voie Ras/MÀPK en relatant leurs
différents dispositifs de régulation.
1.2. Perception et transmission de signaux extracellulaires
La cellule exprime à sa surface différents récepteurs susceptibles de percevoir tout
changement dans le milieu extracellulaire. Les hormones, les facteurs de croissance, les
cytokines sont autant d’agonistes capables d’induire spécifiquement leur activation.
Différentes cascades de signalisation intracellulaires seront par la suite initiées dans le but
d’assurer la transmission de l’information, initialement perçue en surface, en direction du
noyau. Cette information est véhiculée en partie par l’entremise d’événements de
phosphorylation entre les différentes composantes de ces voies, permettant par conséquent
d’induire une réponse biologique particulière (Thomas et al., 2000).
1.2.1. La phosphorylation
La phosphorylation réversible est une réaction enzymatique au cours de laquelle un
groupement phosphate en position ‘y de l’ATP est transféré sur le groupement hydroxyl
d’un résidu sérine, thréonine ou tyrosine phosphoaccepteur (Morrison et al., 2000). Cette
réaction est largement utilisée chez les eucaryotes et permet de réguler efficacement
différents processus biologiques dont la prolifération et la différenciation cellulaire
(Johnson et al., 1998). C’est en 1955 que la réaction de phosphorylation sur un résidu
sérine a été mise à jour pour la première fois avec la caractérisation de la glycogène
4phosphorylase. Pendant 13 ans, ce type de modification était associé au métabolisme du
glycogène (Johnson et al., 1998). La découverte de la protéine kinase dépendante de
l’AMP cyclique en 1968, capable de phosphotyler à la fois les résidus sérines et thréonines,
a renversé ce dogme. Il faudra attendre jusqu’en 1980 pour constater la phosphoiylation sur
un résidu tyrosine avec la découverte du virus de sarcome de Rous (v-Src). D’ailleurs, ces
découvertes ont pavé la voie vers l’identification de nouvelles protéines kinases impliquées
dans une variété de processus cellulaires (Johnson et al., 1998). Leur caractérisation a
permis de mettre en lumière l’impact des événements de phosphorylation sur la fonction
des protéines. En effet, la phosphorylation peut non seulement influencer l’état d’activation
d’une protéine, elle peut également favoriser la formation de complexes macromoléculaires
en générant différents sites d’ancrage. La localisation subcellulaire et la stabilisation des
protéines peuvent également être modulées par phosphorylation (Monison et al., 2000).
Les protéines kinases catalysent le phosphotransfert, alors que les phosphatases induisent la
déphosphorylation. Dans les deux cas, ces enzymes peuvent être subdivisées selon la
spécificité du résidu qui doit subir la réaction enzymatique. Certaines enzymes sont
toutefois caractérisées par une activité à double spécificité et donc reconnaissent autant les
résidus sérines, thréonines que tyrosines (Blume-Jensen and Hunter, 2001).
1.2.1.1. Les protéines kinases
Les kinases représentent chez les eucaryotes l’une des plus grandes familles de
protéines (Johuson et al., 1998). Le génome humain encode plus de 500 membres (Blume
Jensen and Hunter, 2001; Manning et al., 2002). Elles ont toutes la capacité de catalyser le
transfert du phosphate en position y de l’ATP (Hanks and Hunter, 1995). Leur domaine
catalytique, qui fait environ 250 à 300 acides aminés, contient 12 sous-domaines hautement
conservés permettant aux différentes protéines kinases d’adopter en condition activée une
architecture 3D analogue (Figure 1.1). Ces sous-domaines sont indispensables à
l’accomplissement de la fonction de l’enzyme puisqu’ils assurent la fixation et l’orientation
du nucléotide, la reconnaissance et la liaison du substrat de même que la réaction de
phosphotransfert (Hanks and Hunter, 1995).
5M Domaine Kinase
I RD DFG I
«G-loop> 4’ 4’ 4’





S445 fl44$ . h
4’ 4’ ‘4’F467
« N-region » « G-Ioop » K4$2




ESQO R505 Hélice uD
Hélice OEC















Figure 1.1(A) Structure générale du domaine kinase de RAF. (B) Le domaine kinase de B
RAF comporte 12 sous-domaines conservés (I à XI). Les flèches bleues sont des feuillets E
et les zigzags correspondent à des hélices. Schéma adapté de (Wan et al., 2004).
61.2.1.1.1. Architecture générale du domaine kinase
Le domaine kinase adopte une architecture particulière qui permet au site actif de
l’enzyme d’être profondément inséré entre le lobe N-terminal (N-lobe) et le lobe C-terminal
(C-lobe). Le N-lobe, principalement impliqué dans la fixation et l’orientation du
nucléotide, est composé de cinq feuillets f3 antiparallèles (f31 à f35) et d’une hélice a,
appelée hélice OEC. Le C-lobe, qui est responsable de la liaison du substrat et de l’initiation
du phosphotransfert, est quant à lui caractérisé par deux feuillets f3 antiparallèles (f37 et f38)
et de six hélices Œ (ŒD, aE, uEF, OEF, ctG et ŒH). La région charnière établit la connexion
entre ces lobes. Elle contient un résidu glycine conservé qui permet aux lobes de pivoter
l’un par rapport à l’autre et ce, en fonction de l’état d’activation de l’enzyme (Figure 1.1B)
(Nolen et al., 2004).
1.2.1.1.2. Fixation et orientation du nucléotide
Quatre des cinq sous-domaines caractéristiques du N-lobe sont impliqués dans la
fixation et l’orientation adéquate du nucléotide (Hanks and Hunter, 1995; Hanks et al.,
1988; Johnson et al., 1998). Le sous-domaine I est une région riche en résidus glycines,
appelée le « G-loop », dont la séquence consensus est GXGXGXV (X est n’importe quel
acide aminé et , une tyrosine ou une phénylalanine) (Hanks et al., 1988; Huse and
Kuriyan, 2002). Ce motif assure la liaison et la coordination des groupements phosphates
de l’ATP. La lysine et le glutamate localisés respectivement au sein du feuillet f33 (sous-
domaine II) et de l’hélice OEC (sous-domaine III), correspondent à deux résidus également
invariables qui coordonnent latéralement les groupements Œ et f3 non hydrolysables de
l’ATP. L’implication du glutamate est indirecte puisqu’il stabilise les interactions de la
lysine invariable avec les groupements phosphates. La région charnière, qui correspond au
sous-domaine V du N-lobe, établit des contacts avec l’adénine alors que le ribose de l’ATP
est stabilisé par différents résidus localisés dans le sous-domaine VIB du C-lobe. L’acide
aspartique du motif DFG (sous-domaine VII) coordonne l’ion magnésium primaire suivant
sa chélation, ce qui assure sa liaison aux phosphates en position f3 et y de l’ATP. L’ion
magnésium secondaire est quant à lui chélaté par l’asparagine positionnée dans la boucle
7catalytique et permet la liaison des groupements phosphates en position Œ et y de l’ATP.
Dans les deux cas, ces ions garantissent l’orientation adéquate du phosphate en position
y nécessaire à la catalyse (Figure 1.1B) (Hanks and Hunter, 1995; Johuson et al., 1998).
1.2.1.1.3. Liaison du substrat et mécanisme de phosphotransfert
Le C-lobe, formé des sous-domaines VIA à XI, est responsable de la liaison du
substrat et du phosphotransfert (Hanks and Hunter, 1995). Le sous-domaine VIB est
caractérisé par une séquence conservée prénommée la boucle catalytique. Cette dernière
assure non seulement l’orientation adéquate du substrat, elle initie également la réaction de
phosphotransfert. Cette boucle, dont la séquence consensus est H-R-D-L-K-X-X-N,
contient plusieurs résidus conservés qui accomplissent des fonctions particulières. L’acide
aspartique (D) est la base catalytique qui accepte le proton provenant du groupement
hydroxyl de la protéine substrat. La lysine (K) facilite le phosphotransfert en neutralisant
la charge négative du phosphate en position y, alors que l’asparagine (N) stabilise la boucle
catalytique en interagissant directement avec la base catalytique (Figure 1.1 B) (Hanks and
Hunter, 1995; Johnson et al., 1998).
Le segment d’activation, délimité par les motifs DFG (sous-domaine VII) et APE
(sous-domaine VIII) adopte différentes conformations qui définissent l’état d’activation de
l’enzyme. Il contient, entre autres, une boucle d’activation caractérisée par un ou plusieurs
sites régulateurs pouvant être phosphorylés dans le but d’induire un changement
conformationnel qui rend possible la liaison du substrat (Huse and Kuriyan, 2002). L’un de
ces résidus phosphorylés (phosphate primaire) peut interagir avec une arginine conservée
localisée immédiatement en amont de la base catalytique (Johnson et al., 1996). Cette
association est essentielle pour réorienter le motif DFG de façon à ce qu’il soit
correctement positionné lors de la catalyse (Huse and Kuriyan, 2002). La phénylalanine du
motif DFG établit d’ailleurs, en condition inactive, des contacts avec l’hélice ctC dans le
but d’altérer sa position et ainsi, indirectement empêcher le glutamate d’interagir avec la
lysine du sous-domaine II (Huse and Kuriyan, 2002; Nolen et al., 2004). Dans certains cas,
la conformation inactive de l’enzyme peut davantage être stabilisée par l’intermédiaire
8d’une association entre le glutamate de l’hélice OEC et l’arginine positionnée en amont de la
base catalytique (Nolen et al., 2004). Ainsi, sans réorganisation du segment d’activation
induite par phosphoiylation, les différents résidus impliqués dans la réaction enzymatique,
la liaison de l’ATP ou l’association du substrat, sont désordonnés et donc incompétents
pour initier la catalyse.
La liaison du substrat est assurée par la boucle P+1 localisée dans la portion
carboxy-terminale (CT) du segment d’activation de l’enzyme. Cette boucle reconnaît, entre
autres, l’acide aminé qui suit le résidu phosphoaccepteur (P) de la molécule substrat, d’où
la terminologie P+1 (Taylor et al., 1995). La mutation de cette boucle provoque
assurément une réduction de l’activité de l’enzyme puisqu’elle perturbe soit la liaison, soit
l’orientation du substrat (Nolen et al., 2004). Cette boucle P+l correspond également au
motif signature de l’enzyme, en ce sens qu’elle détermine la spécificité d’action de la
protéine kinase. Elle contient plusieurs résidus qui permettent de spécifier quel groupement
hydroxyl doit s’y associer (Hanks et al., 198$; Taylor et al., 1995).
En somme, le domaine catalytique de la kinase doit modifier efficacement sa
conformation suivant sa phosphorylation pour ensuite stabiliser, grâce à des interactions
intramoléculaires, une conformation compétente pour initier la réaction de
phosphotransfert. Cette stabilisation permet également d’assurer la liaison et l’orientation
adéquate de la molécule substrat et du nucléotide. À l’inverse, sa déphosphorylation
déstabilise la conformation, ce qui par conséquent inactive l’enzyme.
1.2.2. Les interactions protéine-protéine
La phosphorylation n’est pas la seule stratégie que la cellule a développée pour
assurer la communication entre les différentes composantes des voies de signalisation. Les
interactions protéine-protéine participent également au processus de transmission de
signaux en favorisant, entre autres, le recrutement des molécules cibles aux récepteurs
activés (Pawson et al., 2002). Elles facilitent également l’assemblage de complexes
macromoléculaires qui permet de promouvoir la spécificité nécessaire à l’induction d’une
réponse biologique appropriée (Pawson and Scott, 1997). Ces associations peuvent
9moduler la conformation d’une protéine, réguler son état d’activation et déterminer la
spécificité du substrat (Ladbury and Arold, 2000; Pawson and Nash, 2003). Elles peuvent
également influencer la localisation subcellulaire des différentes composantes de la voie,
toujours dans le but d’initier une réponse physiologique adaptée à la stimulation de départ.
Il est donc évident que les interactions protéine-protéine occupent une place importante
dans le maintien de l’homéostasie de la cellule (Buck and Iyengar, 2003). De façon
générale, les molécules de signalisation comportent un ou plusieurs domaines susceptibles
de médier ces interactions protéine-protéine. Plusieurs d’entre eux ont d’ailleurs été
conservés à travers l’évolution (Pawson, 2003). Voici ci-dessous une brève énumération
des principaux domaines d’interaction impliqués dans la signalisation.
Le domaine SH2 (Src-homology domain 2) reconnaît spécifiquement une région
composée d’une phosphotyrosine (jY) suivie par 3 à 5 acides aminés. Le motif PTB
(Phosphotyrosine-binding domain) reconnaît également une pY, cependant les 5 à $ résidus
hydrophobes localisés en amont déterminent la spécificité de liaison (Guy et al., 2002;
Pawson and Scott, 1997). Le domaine SH3 reconnaît quant à lui une région riche en
prolines dont la séquence consensus minimale est PxxP (x étant n’importe quel acide
aminé) (Buday, 1999). Le domaine SAM a la capacité de former des oligomères. Ces
derniers résultent soit de son autoassociation, soit de la liaison d’un autre domaine SAM. Il
peut dans certains cas, s’associer à des protéines qui n’en comportent aucun (Qiao and
Bowie, 2005). Le domaine PDZ reconnaît quant à lui une courte séquence correspondant
aux derniers acides aminés de la protéine cible (Craven and Bredt, 1998). Certains ont
cependant la capacité de dimériser (Cowburn, 1997; Ponting et al., 1997).
1.3. Les petites GTPases
Les petites GTPases représentent une classe de protéines essentielles dans le
domaine de la signalisation puisqu’elles assurent, dans de nombreux cas, le lien entre les
récepteurs et différentes composantes de signalisation intracellulaires (Bos, 1998). La
famille des petites GTPases comporte plus de 150 membres, tous caractérisés par une
activité GTPase intrinsèque (Ehrhardt et al., 2002; Symons and Takai, 2001; Zwartkruis
and Bos, 1999). Ces protéines sont généralement ancrées à la surface interne de la
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membrane plasmique grâce à des modifications posttraductionnelles qui ont lieu à
l’extrémité CT (Hunter, 2000). Leur activité est stimulée par des protéines GEFs (guanine
nucleotide exchange factors) qui favorisent l’échange du GDP en GTP, entraînant par
conséquent un changement conformationnel essentiel à leur activation. Cette modification
assure également l’orientation adéquate de leur domaine effecteur qui est impliqué dans
l’association de protéines cibles. Par ailleurs, leur inactivation résulte de l’hydrolyse du
GTP en GDP suivant l’induction de leur activité GTPase intrinsèque par différentes
protéines GAPs (GTPases activating proteins) (Donovan et al., 2002).
Les petites GTPases peuvent être subdivisées en cinq sous-familles, soit Ras, Rho,
Rab, Arf et Ran, lesquelles sont impliquées dans la régulation d’une variété de processus
biologiques importants (Symons and Takai, 2001; Takai et al., 2001). En effet, Rho, Rac et
Cdc42 de la sous-famille Rho, régulent entre autres la réorganisation de l’actine
cytosquelettique. La sous-famille Rab (environ 50 membres) semble moduler le transport
vésiculaire intracellulaire au cours duquel le ciblage, l’association et la fusion des vésicules
au bon endroit dans la cellule sont assurés (Takai et al., 2001). Sarl et Arf (sous-famille
Arf) semblent être impliquées dans la formation des vésicules de transport alors que la
sous-famille Ran (un seul membre chez l’humain) module entre autres le transport actif
nucléo-cytoplasmique (Symons and Takai, 2001; Takai et al., 2001). La sous-famille Ras
comporte quant à elle 13 membres (dont Ras, Rap et RaI) qui semblent tous être impliqués
dans la régulation de l’expression génique (Ehrhardt et al., 2002). Notre laboratoire
s’intéresse particulièrement à la petite GTPase Ras. Son mode de régulation sera d’ailleurs
discuté à la section intitulée Ras (section 1.4.2.2, page 18).
1.4. Les voies de signalisation de type MAPK
Les voies de signalisation de type MAPK (« Mitogen-activated protein kinases »)
ont été conservées au cours de l’évolution (Sakaguchi et al., 2004). Elles coordonnent
adéquatement une multitude de processus biologiques importants suivant leur activation par
différentes petites GTPases. Elles sont toutes caractérisées par un module de trois kinases
(MAP3K, MAP2K et MAPK) qui assure la transmission de signaux par phosphorylation
séquentielle (f igure 1.2). Cette phosphoiylation est primordiale pour induire leur
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activation. De façon générale, MAP3K induit l’activation de la MAP2K. Cette dernière,
qui est caractérisée par une activité à double spécificité, peut induire l’activation de la
MAPK en lui phosphorylant deux résidus localisés dans sa boucle d’activation
(Dhanasekaran and Premkumar Reddy, 1998). MAPK ainsi activée phosphoryle à son tour
une multitude de molécules cibles spécifiques qui garantissent l’établissement d’une
réponse biologique appropriée (bru et al., 2004). fait à noter, les interactions protéine-
protéine occupent une place importante dans la transmission du signal puisqu’elles
favorisent entre autres l’assemblage de complexes multiprotéiques qui facilitent les
différents événements de phosphorylation. Voici donc une brève description des protéines
de type MAPK et de leur mécanisme d’action au sein des cascades de signalisation
intracellulaires.
1.4.1. Les MAPKs
Les membres de la famille des MAPKs (figure 1.2) peuvent être subdivisés en 5
sous-familles, soit ERX (« extracellular signal regulated protein kinases »), JNKISAPK
(« c-Jun NH2 terminal kinases/stress-activated protein kinases »), p38, ERK5/7 et ERK3
(English et al., 1999). ERK1 et ERK2 appartiennent à la première sous-famille et sont
principalement impliquées dans la régulation de la prolifération et de la différenciation
cellulaire. Leur activation dépend d’une MAP2K, en l’occurrence MEKY ou MEK2, qui
phosphoryle spécifiquement leurs résidus thréonine et tyrosine caractéristiques du motif
TEY localisé dans leur boucle d’activation. Les trois membres de la sous-famille
JNKISAPK, soit JNK1, JNK2 et JNK3, sont principalement activés par des stress
environnementaux et semblent impliqués dans la régulation de l’apoptose (Chen et al.,
2001; Kuan et al., 1999). MKK4 et MKK7 induisent la phosphorylation de leur motif
TPY. p38a, p383, p3$y et p3$ appartiennent toutes à la sous-famille p38. Leur activation
résulte de la phosphorylation de leur motif TGY par MKK3 ou MKK6 en réponse à des
stress. p38a constitue la principale isoforme capable d’induire l’apoptose, alors que p383
favorise la survie cellulaire (Nemoto et al., 1998). ERK5 et ERK7, appartenant à la
12
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Figure 1.2 Les voies de signalisation de type MAPK. Schéma adapté de (Garrington et al.,
1999).
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quatrième sous-famille des MAPKs, sont toutes deux caractérisées par le motif TEY.
Leurs résidus thréonine et tyrosine doivent être respectivement phosphorylés pour induire
leur activation. ERK5 peut être induite par une variété de stimuli incluant divers agents
mitogènes et stress environnementaux (Kamakura et al., 1999). MKK5 serait son
activateur. À l’inverse, aucune stimulation actuellement connue n’induit l’activation de
ERK7. Cette dernière semble être constitutivement activée. Ses substrats sont inconnus,
quoiqu’une étude réalisée par double hybride propose l’existence d’une association entre sa
portion Cf non catalytique et CLIC3, une protéine adjointe à un canal qui module la
concentration intracellulaire du chlore (Qian et al., 1999). La dernière sous-famille est
représentée par ERK3 (Chen et al., 2001). Son motif d’activation (SEG) ne comprend
qu’un seul site phosphoaccepteur, soit le résidu sérine, qui semble d’ailleurs être
constitutivement phosphoiylé (Bogoyevitch and Court, 2004; Cheng et al., 1996; Julien et
al., 2003). La MAPKAP-5 semble être son substrat physiologique (Schumacher et al.,
2004; Seternes et al., 2004). La fonction de ERK3 serait potentiellement d’inhiber la
progression du cycle cellulaire (Julien et al., 2003).
1.4.1.1. Spécificité du substrat
Les MAPKs phosphorylent leurs substrats sur un résidu sérine ou thréonine. Cette
phosphoiylation dépend néanmoins de la présence d’une proline en position P+1, le résidu
phosphoaccepteur étant en position P+0 (Schaeffer and Weber, 1999). L’analyse
cristallographique de la forme activée de ERK2 montre que la phosphorylation de ses
résidus localisés dans sa boucle d’activation (motif TEY) induit un changement
conformationnel qui engendre l’ouverture d’une pochette dont la fonction consiste à
reconnaître spécifiquement la proline en position P+1 du substrat. Sans activation, cette
pochette est masquée par une arginine pour empêcher l’association enzyme/substrat d’avoir
lieu inutilement (Canagarajah et al., 1997). Ce mécanisme serait potentiellement conservé
chez tous les membres de la famille des MAPKs. En effet, il a été montré que l’arginine en
position 230 de JNK3 prévient, en condition non activée, l’association du substrat en
limitant l’accès du résidu proline (Chen et al., 2001). La partie CT de la boucle
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d’activation de p38 interfère également dans l’association du résidu proline (English et al.,
1999; Wang et al., 1997).
1.4.1.2. Région d’ancrage des MAPKs
La séquence minimale consensus de phosphorylation des MAPKs (Ser/Thr-Pro)
n’est pas la seule information qui leur permet de spécifier correctement quel substrat doit
être phosphorylé. D’autres séquences seraient impliquées dans l’établissement d’une
spécificité d’interaction enzyme/substrat (Sharrocks et al., 2000). Ces séquences font partie
d’une invagination appelée région d’ancrage qui assure l’association du substrat
indépendamment de l’état d’activation de l’enzyme (Schaeffer and Weber, 1999; Tanoue et
al., 2001). Le domaine CD (« common docking domain ») constitue l’une de ces séquences
(Tanoue et al., 2000). Il permet aux MAPKs d’interagir avec affinité aux activateurs, aux
inhibiteurs et aux substrats. Ces interactions sont cependant mutuellement exclusives
(Tanoue et al., 2000). Le domaine CD contient plusieurs résidus adjacents chargés
négativement qui assurent ces différentes associations. Son rôle serait d’augmenter
l’efficacité de la réaction enzymatique en assurant l’ancrage adéquat de la molécule cible.
Le site ED correspond au second motif également riche en résidus acides localisé dans la
région d’ancrage qui semble impliqué dans la spécification des interactions, puisque la
mutation d’acides aminés particuliers permet dans certains cas de convertir la spécificité
d’association. Par exemple, la mutation des thréonines 157 et 15$ de ERK2 en résidus
correspondant à ceux de p38 lui permet maintenant, contrairement à ERK2 de type
sauvage, d’interagir avec MAPKAP-3, une cible normale de p38. Cette association peut
être davantage favorisée si le domaine CD de ERK2 est également mutagenéisé de façon à
mimer celui de p38. Ce résultat démontre donc l’importance des motifs ED et CD dans la
régulation et la spécification des interactions. Il a été proposé que la composition des
acides aminés au sein de la région d’ancrage permet l’obtention d’une organisation
structurale caractéristique qui serait distincte pour toutes les MAPKs et permettrait de
spécifier efficacement chacune de leurs cibles (Tanoue et al., 2001).
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1.4.1.3. Motïfs d’interaction des molécules cibles
Les facteurs de transcription contiennent tous une séquence d’interactions
spécifiquement reconnue par le domaine CD des MAPKs (Kolch, 2000). Cette séquence
d’interaction ou domaine D (« docking domain »), contient généralement un motif LxL
(x pour n’importe quel acide aminé) localisé 3 à 5 acides aminés en aval d’une région riche
en résidus basiques. Plusieurs résidus hydrophobes positionnés en aval du motif LxL sont
également requis (Raman and Cobb, 2003; Tanoue and Nishida, 2003). L’espacement et la
composition en acides aminés de ces différents motifs seraient déterminants pour assurer
aux facteurs de transcription d’être spécifiquement reconnus par une MAPK particulière
(Schaeffer and Weber, 1999; Sharrocks et al., 2000; Yang et al., 1998). Or il semble que
les MAP2Ks, les MAPKAPs et les phosphatases à double spécificité (MKPs) soient
également caractérisées par un motif qui leur permet d’être spécifiquement reconnues.
Cette séquence est riche en acides aminés chargés positivement entourés par des résidus
hydrophobes (Biondi and Nebreda, 2003; Sharrocks et al., 2000; Tanoue and Nishida,
2002). L’introduction de diverses mutations au sein de ce motif perturbe leur association
aux MAPKs (Xu et al., 2001; Zhou et al., 2001).
Certains facteurs de transcription possèdent un domaine de liaison supplémentaire
appelé le domaine DEF (« ocking site for RK, XFP »; X représente n’importe quel
acide aminé) (Fantz et al., 2001; Galanis et al., 2001; Jacobs et al., 1999). Son rôle serait
de diriger adéquatement la phosphorylation de résidus (S/T)P spécifiques (Fantz et al.,
2001). Contrairement au domaine D, la région d’interaction du motif fXFP au niveau des
MAPKs n’a pas encore été identifiée (Pouyssegur et al., 2002). Il est à noter que le motif
FXFP ne se limite pas aux facteurs de transcription. La phosphatase MKP- 1 et la protéine
d’échafaudage KSR en possèdent un (Jacobs et al., 1999; Therrien et al., 1996).
1.4.2. Le module RAF/MEK/ERK
Notre laboratoire s’intéresse à l’une des cascades de signalisation de type MAPK,
soit la voie ERK. Elle est définie par un module de trois kinases respectivement appelées
RAF, MEK et ERK (Sakaguchi et al., 2004). Cette voie de signalisation a été conservée au
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cours de l’évolution des métazoaires et gouverne différents processus cellulaires
fondamentaux tels que la prolifération, la différenciation et la survie (Yoshioka, 2004). Les
récepteurs tyrosine kinases (RTKs), les récepteurs couplés aux protéines G et les intégrines
ont tous la capacité d’induire, suivant l’association de leur agoniste, l’activation de la petite
GTPase Ras qui pourra à son tour initier l’activation de cette voie de signalisation (Figure
1.3) (Pouyssegur et al., 2002). Divers événements moléculaires régulent avec exactitude
chaque étape du processus d’activation et d’inactivation de la voie ERK. Différentes
formes de cancers sont d’ailleurs fréquemment associées à une suractivation de la
signalisation ERK (Thompson and Lyons, 2005). Les sections qui suivent décrivent les
différentes composantes de la voie ERK en s’attardant aux mécanismes moléculaires
nécessaires à la régulation de leurs fonctions respectives.
1.4.2.1. Les récepteurs tyrosine kinases
Les RTKs régulent un grand nombre de processus biologiques fondamentaux. Ils
modulent par exemple la progression du cycle cellulaire, le métabolisme, la survie, la
prolifération et la différenciation cellulaire (Schlessinger, 2000). Ces récepteurs transmem
branaires doivent d’abord percevoir les différents signaux en provenance du milieu
extracellulaire, pour ensuite initier la transduction de signaux en direction du noyau dans le
but d’induire une réponse physiologique adéquate. Le génome humain encode 58 RTKs
subdivisés en 20 sous-familles distinctes (Blume-Jensen and Hunter, 2001; Pawson, 2002;
Schlessinger, 2000).
Les RTKs s’associent à leur ligand par l’intermédiaire de leur domaine de liaison
extracellulaire. Ils contiennent tous une hélice transmembranaire leur permettant d’être
solidement ancrés à la membrane plasmique, ainsi qu’un domaine cytoplasmique
caractérisé par un motif ayant une activité tyrosine kinase intrinsèque. Cette région
cytoplasmique comporte également des séquences régulatrices additionnelles pouvant être
phosphoiylées (Hubbard et al., 199$; Hunter, 2000). La région juxtamembranaire
positionnée en aval de l’hélice est l’une de ces séquences régulatrices qui permettent, entre
autres, une fois phosphorylées, de stabiliser la conformation active du domaine tyrosine













Figure 1.3 Les différents récepteurs pouvant activer la voie de signalisation Ras/ERK.
18
De façon générale, les RTKs sont monomériques. La liaison d’un ligand induit la
dimérisation du récepteur. La juxtaposition des domaines kinases favorise la
transphosphorylation de leur résidu tyrosine localisé dans la boucle d’activation, induisant
par conséquent leur activité enzymatique. Le récepteur s’autophosphoryle ensuite dans le
but de générer des sites d’ancrage nécessaires au recrutement du complexe Grb2/SO$
(Whitmarsh and Davis, 1996). L’association du domaine SH2 de Grb2 au récepteur peut
soit être directe, soit médiée par une protéine adaptatrice (Shc, IRS-1/2, FRS2). SOS ainsi
localisée, induit l’activation de la petite GiPase Ras en favorisant l’échange de son GDP en
GTP. Ras-GTP peut dès lors interagir par l’intermédiaire de son domaine effecteur, à RAF
dans le but d’initier la transmission du signal en direction du noyau (Hunter, 2000).
1.4.2.2. RAS
L’humain comporte trois gènes Ras qui encodent 4 différentes protéines, soit H-Ras,
N-Ras, K-Ras 4A et 4B, les deux dernières étant le résultat d’un épissage alternatif
(Jolmson et al., 1997; Reuther and Der, 2000). Ces gènes ont initialement été identifiés
dans le milieu des années 60 comme étant les composantes capables d’induire la
transformation des cellules résultant de leur infection par certains virus (Harvey et Kirsten)
de rat (Bar-Sagi, 2001; Ehrhardt et al., 2002). Ce n’est qu’au début des années 80 que
plusieurs allèles mutants de ces gènes ont été identifiés dans différents types tumoraux
humains comme étant des oncogènes encodant des protéines à activité GTPase (Bar-Sagi,
2001; Ehrhardt et al., 2002). D’un point de vue structural, tous les résidus cruciaux
responsables de l’activité GTPase sont localisés dans les 165 premiers acides aminés. Ce
domaine catalytique est conservé chez toutes les isoformes dont l’homologie de séquence
varie entre 90 % et 100 % d’identité. On y retrouve le site de liaison nucléotidique du
phosphate f3 (« Phosphate binding loop ou P-loop ») ainsi que les régions « switch» 1 et 2
(régions exposées en surface selon la cristallographie) capables de modifier à souhait leur
confonnation lorsque le GTP s’y associe (Spoerner et al., 2001). Le reste des acides
aminés localisés en CT définit la région hypervariable qui, comme son nom l’indique,
diverge significativement entre [es isoformes à l’exception de la boîte CAAX. Ce motif
correspond à une séquence (« anchor sequence ») qui assure non seulement l’ancrage de la
19
protéine à la membrane plasmique, mais également la route qu’elle empruntera pour
transiter en direction de ce compartiment. La région hypervariable comporte de plus une
séquence appelée « linker » qui est localisée entre le domaine catalytique et la séquence
d’ancrage (Bar-Sagi, 2001; Hancock, 2003). Ce motif permet à certaines isoformes de
modifier leur microlocalisation au niveau de la membrane plasmique (Hancock, 2003).
Les protéines Ras jouent un rôle essentiel dans la régulation des différentes voies de
signalisation qui modulent la prolifération cellulaire. Plusieurs tumeurs comportent
certaines mutations activatrices dans l’un des trois gènes Ras et caractérisent environ 20 %
de tous les cancers que l’on retrouve chez l’humain (Downward, 2003; Takai et al., 2001).
K-Ras constitue le gène le plus fréquemment muté, soit dans $5 ¾ des cas, alors que N-Ras
en caractérise environ 15 %. H-Ras est, quant à lui, muté dans moins de 1 % des cancers.
Ces mutations activatrices compromettent systématiquement l’activité GTPase de Ras en la
rendant insensible aux GAPs, ce qui par conséquent prévient l’hydrolyse du GTP. La
plupart de ces mutations affectent les acides aminés en position 12, 13 et 61, lesquels
semblent impliqués dans la catalyse (Vojtek and Der, 199$). Les glycines 12 et 13 seraient
impliquées dans l’organisation spatiale des différents résidus qui médient l’initiation du
processus hydrolytique, alors que la glutamine 61 assurerait le positionnement adéquat de
la molécule d’eau requise pour attaquer le phosphate en position y ($cheffzek et al., 1997;
Resat et al., 2001). Il semble que les glycines 12 et 13 perturbent également l’affinité de
liaison du GDP puisqu’elles font partie du « P-loop ». Cette boucle s’entoure normalement
autour du phosphate f3 du nucléotide (GDP ou GTP) dans le but d’obtenir une interaction
stable. L’affinité de liaison du GTP est par contre moins affectée par cette perturbation
structurale puisque les régions « switch » 1 et 2 de Ras contribuent également à sa
stabilisation, de sorte que ces mutants vont d’emblée lier préférentiellement le GTP
(Klockow et al., 2000). Dans tous les cas, ces mutations entraînent une hyperactivation des
voies de signalisation Ras dépendantes (Campbell and Der, 2004).
Le fait que les protéines Ras soient ubiquitairement exprimées chez la souris et
l’humain, quoique leur niveau d’expression varie entre les différents types cellulaires,
suggère de prime abord qu’elles ont des fonctions redondantes (Bar-Sagi, 2001). D’ailleurs,
l’analyse phénotypique des souris «Knock out» (K.-O) caractérisées par l’ablation du gène
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N-Ras seul ou en combinaison avec le gène H-Ras, ne démontre aucun phénotype
particulier autant durant la gestation qu’après la naissance. Pourtant, plusieurs analyses
semblent démontrer l’existence d’une spécificité d’action. En effet, malgré le profil
d’expression similaire des gènes K-Ras et N-Ras, certaines tumeurs sont fréquemment
associées avec la mutation de l’un de ces gènes. Par exemple, 80 % des cancers
pancréatiques sont caractérisés par une mutation dans le gène K-Ras, alors que 25 % des
leucémies aigus sont associées à une mutation dans le gène N-Ras (Bar-Sagi, 2001; Yan et
al., 1998). L’analyse phénotypique des souris K.-O pour le gène K-Ras a également
démontré l’existence d’une spécificité d’action, puisque ces embryons meurent entre le 12e
et le 14e jour de gestation. À 11,5 jours postcoïtum, les embryons montrent un retard de
croissance important, une mort cellulaire accrue au niveau du foie accompagnée d’une
légère anémie (Johnson et al., 1997). Aucun phénotype n’est cependant apparent avant
10,5 jours. Il est donc possible de croire que les deux autres isoformes pourraient
accomplir les diverses fonctions normalement requises durant les premiers stades de
l’embryogenèse. D’ailleurs, les embryons N-Ras’; K-Ras’ meurent plus précocement
d’une sévère anémie. Il semble donc exister une redondance fonctionnelle partielle entre
les isoformes de Ras. La région hypervariable, qui diverge significativement entre ces
isoformes, serait potentiellement impliquée dans leur spécificité d’action (Hancock, 2003;
Hingorani and Tuveson, 2003).
1.4.2.2.1. Modifications posttraductionnelles de RAS
Ras doit subir diverses modifications posttraductionnelles qui lui permettent d’être
correctement ancrée à la membrane plasmique dans le but d’exercer sa fonction (Gelb et al.,
1998). La première modification est une prénylation au cours de laquelle un groupement
famesyl ou géranylgéranyl est ajouté. La famésyltransférase (flase) et la géranyl
géranyltransférase (GGTase) catalysent respectivement ces additions lipidiques. Elles
reconnaissent une courte séquence, soit la boîte CAAX, localisée dans la région
hypervariable de Ras. Le X détermine quelle enzyme et par conséquent quel groupement
modifiera la cystéine de la boîte CAAX (A pour acide aminé aliphatique). Si le X
correspond à une sérine, une méthionine ou une glutarnine, la protéine sera reconnue par la
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Ftase, alors que s’il s’agit d’une leucine, la cystéine sera modifiée par la GGTase (Casey,
1995; Resh, 1996; Zhang and Casey, 1996). Suivant cette prénylation, les résidus AAX
sont clivés par une endoprotéase membranaire localisée au niveau du réticulum
endoplasmique (RE). La cystéine prénylée est ensuite méthylée par une méthyltransférase,
également ancrée au RE, dans le but d’éliminer la charge négative obtenue suivant le
clivage protéolytique (Bivona and Philips, 2003; Dai et al., 1998; Magee and Marshall,
1999; Silvius, 2002). Pour parvenir à la membrane plasmique, Ras fait appel à un « second
signal» lui permettant de transiter vers ce compartiment. Ce signal correspond à une
séquence d’environ vingt acides aminés en amont de la boîte CAAX qui contient
l’information nécessaire et suffisante pour assurer cette relocalisation (Choy et al., 1999;
Takai et al., 2001). Cette séquence permet à N-Ras et H-Ras de subir au niveau du RE,
une seconde modification au cours de laquelle un acide gras palmitate est respectivement
ajouté à une ou deux cystéines (Hancock, 2003). Cette modification permet d’augmenter
l’hydrophobicité des protéines pour assurer un solide ancrage à la membrane plasmique
(Ehrhardt et al., 2002). Les vésicules de transport de la voie de sécrétion constitutive
assurent leur déplacement (Apolloni et al., 2000; Choy et al., 1999; Silvius, 2002). K-Ras
4A est également palmitoylée, cependant il n’est pas clair si elle transite ou non au golgi
avant de s’ancrer à la membrane plasmique. K-Ras 4B est quant à elle caractérisée par une
séquence polybasique riche en résidus lysines chargée positivement qui lui permet de
s’associer aux phospholipides membranaires potentiellement par interaction électrostatique
(Magee and Marshall, 1999; Reuther and Der, 2000). La route qu’emprunte K-Ras 4B pour
y parvenir n’est cependant pas connue (Apolloni et al., 2000; Hingorani and Tuveson,
2003).
1.4.2.2.2. Activation de Ras
Suite à l’activation des récepteurs (Figure 1.3), Ras doit rapidement relâcher le GDP
pour ensuite lier le GTP. Ce relâchement est limitant puisque le GDP est associé de façon
stable. Sans l’intervention d’une GEF, Ras serait incapable de répondre rapidement aux
signaux externes. SOS par exemple permet de réduire adéquatement l’affinité de liaison du
GDP, assurant ainsi sa dissociation en moins d’une seconde. Pour ce faire, SOS doit
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d’abord être recrutée à la membrane plasmique par Grb2, une molécule adaptatrice qui lie
de façon constitutive 505 grâce à son domaine SH3. Le domaine SH2 de Grb2 peut, quant
à lui, interagir avec un récepteur activé en fixant une phosphotyrosine spécifique. Ce
recrutement pennet ainsi d’augmenter localement la concentration de SOS à proximité de
Ras dans le but de favoriser l’échange nucléotidique (Nimnual and Bar-Sagi, 2002). SOS
doit d’abord se complexer à Ras-GDP en liant directement la région « switch » 2 de Ras
pour ensuite favoriser le déplacement de la région « switch» 1. Ce déplacement détruit les
différents points de contact de faibles affinités entre « switch » 1 et le GDP, entraînant par
conséquent l’ouverture du site de liaison nucléotidique, ce qui réduit l’affinité d’association
de Ras pour le GDP (Boriack-Sjodin et al., 199$; Wittinghofer, 199$). La forte
concentration cellulaire en GTP, laquelle est dix fois supérieure à celle du GDP,
favoriserait son association à Ras (Boriack-Sjodin et al., 1998; Cherfils and Chardin, 1999;
Geyer and Wittinghofer, 1997).
Plusieurs GEFs pour Ras ont jusqu’à maintenant été identifiées. Outre SOS,
SmgGDS, Ras-GRP et Ras-GRF ont toute cette capacité. Elles démontrent cependant une
certaine spécificité concernant les isofornies de Ras qu’elles peuvent activer (Bivona and
Philips, 2003; OIson and Marais, 2000; Takai et al., 2001). Cette spécificité d’activation
pourrait participer dans l’établissement d’une réponse biologique adéquate.
1.4.2.2.3. Lieux d’activation de Ras
La localisation des isoformes de Ras à la membrane plasmique diffère de par la
divergence de leur région hypervariable. Contrairement à K-Ras 4B, H-Ras est enrichie au
niveau d’une structure lipidique très ordonnée et riche en cholestérol appelée «raft ». Suite
à son activation, H-Ras est cependant redirigée vers la portion désordonnée de la membrane
plasmique par l’intermédiaire de sa séquence « linker » (Hingorani and Tuveson, 2003;
Jaumot et al., 2002; Reuther and Der, 2000). Cette localisation différentielle pourrait servir
à réguler non seulement leur activation par des RTKs spécifiques, mais également à
déterminer quels effecteurs en aval seront induits et ce, en fonction de leur disponibilité
dans un microenvironnement donné (Prior et al., 2001). D’ailleurs, C-RAF semble
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principalement activée par K-Ras, alors que la PI3K serait préférentiellement activée par
H-Ras (Yan et al., 1998).
Ras peut également être activée dans les endomembranes (Bondeva et al., 2002;
Chiu et al., 2002). Ce résultat a ébranlé le dogme voulant que l’activation de Ras et son
mécanisme d’action se fassent exclusivement à la membrane plasmique. En effet, l’ajout
d’EGF induit rapidement l’activation de Ras à la membrane plasmique suivie par une
activation soutenue au niveau du golgi. Cette activation ne semble cependant pas être le
résultat d’un transport vésiculaire issu de la membrane plasmique (Chiu et al., 2002). La
GTPase Ras-GRP1 serait en fait responsable de cette activation suivant l’induction de la
PLCy par Src. En effet, le relâchement du calcium (Ca2) induit par la PLCy favoriserait la
relocalisation de la GEF au golgi dans le but d’y activer H-Ras et ainsi obtenir une
activation soutenue de la voie. Ce Ca2 permettrait simultanément d’induire CAPRI
(calcium-promoted Ras inactivator), une Ras-GAP capable de réguler négativement
l’activité de K-Ras associée à la membrane plasmique (Bivona et al., 2003; Walker et al.,
2003). Cette activation soutenue au golgi serait d’ailleurs essentielle à la différenciation
des cellules PC12, laissant ainsi présager la pertinence fonctionnelle de ce compartiment
subcellulaire dans l’induction d’une réponse biologique particulière (Bivona et al., 2003).
1.4.2.2.4. Inactivation de Ras
Pour inactiver la petite GTPase Ras, celle-ci doit hydrolyser le GTP lié grâce à son
activité GTPase intrinsèque. Sa vitesse de réaction est cependant très lente et doit être
accélérée pour éviter une suractivation inadéquate de la voie (Wittinghofer, 1998). Les
protéines GAPs, par l’intermédiaire de leur association à Ras, permettent d’accélérer
efficacement ce processus hydrolytique (Scheffzek et al., 1998). Ras-GAP, NF1, GAP1 et
SynGAP sont autant de GAPs capables de favoriser l’hydrolyse du GTP en GDP. Elles ont
cependant certaines préférences concernant l’isoforme de Ras avec laquelle elles
interagissent, offrant ainsi de la spécificité (Olson and Marais, 2000).
L’analyse cristallographique du complexe Ras-GTP/Ras-GAP a permis de
comprendre le mécanisme moléculaire par lequel Ras-GAP catalyse l’hydrolyse du GTP
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(Scheffzek et al., 1997; Sprang, 1997). En effet, Ras-GAP stabilise les régions « switch»
de Ras et permet l’orientation optimale des résidus impliqués dans la réaction. Ras-GAP
fournit un résidu catalytique additionnel (arginine invariable) essentiel à la réaction
d’hydrolyse en l’insérant au niveau du site actif de Ras (Scheffzek et al., 1997; Scheffzek et
al., 1998; Sprang, 1997). Cette arginine interagit non seulement avec le phosphate en
position y du GTP, mais établit également un contact avec la glutamine 61 de Ras dans le
but de l’orienter adéquatement pour qu’elle puisse à son tour positionner correctement une
molécule d’eau en direction du phosphate en position y du GTP (Scheffzek et al., 199$).
Cette molécule d’eau induit alors l’attaque nucléophile, entraînant par conséquent le
relâchement de ce phosphate inorganique (Sprang, 1997).
1.4.2.2.5. Effecteurs de Ras
Outre les protéines GAPs, la petite GTPase Ras peut lier un bon nombre de substrats
protéiques appelés effecteurs de Ras (Figure 1.4). Pour être un effecteur, il faut par
définition interagir spécifiquement avec la forme activée de Ras et donc GTP lié, par
l’intermédiaire d’une surface d’interaction négativement chargée appelée le domaine
effecteur (Scheffzek et al., 1997). Ce domaine assure le recrutement efficace des molécules
effectrices dans le but d’initier leur processus d’activation (Zwartkruis and Bos, 1999).
Ras-GTP a la capacité d’activer plusieurs voies de signalisation (figure 1.4) qui
fréquemment coopèrent dans le but d’induire des réponses biologiques appropriées (Shields
et al., 2000). À titre d’exemple, l’augmentation de l’expression de la cycline Dl nécessaire
à la progression du cycle cellulaire dépend à la fois de l’activation de RAF, de Ral-GDS et
de PI3K (Gille and Downward, 1999). Ainsi, chaque réponse induite suivant l’activation
de la petite GTPase Ras dépend d’un ensemble d’événements résultant de la
communication entre les différentes voies de signalisation. Voici donc les mécanismes de




















La sérine/thréonine kinase RAF est l’un des tout premiers effecteurs de Ras à avoir
été caractérisé chez les mammifères (Downward, 2003). Elle a initialement été isolée
comme oncogène à partir de rétrovirus pouvant infecter la souris et le poulet. Plusieurs
homologues chez différentes espèces animales incluant la drosophile et le nématode, ont
ensuite été clonés. Aucun homologue n’a cependant été trouvé chez la levure (Kolch,
2000; Mercer and Pritchard, 2003). Chez les mammifères, trois isoformes ont été
identifiées, soit A-RAF, B-RAF et C-RAF. A-RAF est principalement exprimée dans les
différents tissus du système urogénital, alors que B-RAF se retrouve au niveau du système
neuronal, des testicules et des cellules hématopoïétiques. C-RAF semble être
ubiquitairement exprimée chez la souris (O’Neill and Kolch, 2004).
L’analyse phénotypique des souris K.-O pour A-RAf, B-RAF et C-RAF a permis
de mettre en lumière certaines fonctions qui leur sont particulières (Hagemann and Rapp,
1999; O’Neill and Kolch, 2004). Par exemple, A-RAF aurait un rôle à jouer au cours du
développement neurologique et intestinal (Pritchard et al., 1996; Wojnowski et al., 199$).
Les souris a_rafL meurent entre le septième et le vingt et unième jour après leur naissance.
B-RAF serait quant à elle indispensable au mécanisme de vascularisation embryonnaire
ainsi que dans la survie des cellules endothéliales. Les embryons meurent in utero au jour
embryonnaire 12,5 d’une importante hémorragie (Wojnowski et al., 1997). L’apoptose
généralisée à travers l’embryon correspond au phénotype résultant de l’élimination du gène
c-raf Ces embryons, mourant in utero entre 10,5 et 12,5 jours suivant la fertilisation,
montrent non seulement un retard de croissance important, mais également une
organogenèse tissu-spécifique affectée. Certains embryons franchissent cependant la
période de gestation, mais meurent rapidement après leur naissance en raison de
l’immaturité de leurs poumons et de leur peau (Mercer et al., 2002; Mikula et al., 2001;
Wojnowski et al., 199$).
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1.4.2.3.1. Structure des isoformes de RAF
Les homologues de RAF partagent une architecture similaire qui comporte trois
régions conservées (CRi, CR2 et CR3). La première région ou CRi, comporte d’une part
le site de liaison à Ras (RBD; Ras binding domain) et d’autre part, une région riche en
cystéines (CRD; cysteine-rich domain) qui peut également lier Ras-GTP (Drugan et al.,
1996). Le CR2 est une séquence riche en résidus sérines et thréonines. Ces régions CR1
et CR2 sont toutes deux localisées dans la partie amino-terminale (NT) de RAF et
constituent la région régulatrice qui module l’activité du domaine kinase de RAF (Morrison
et al., 1993). Cette fonction régulatrice serait également conservée chez A-RAF et B-RAf
(Huser et al., 2001). Le CR3 correspond au domaine kinase de RAF et se retrouve dans la
portion CT de la protéine (Figure 1.5).
1.4.2.3.2. Régulation de l’activation de C-RAF
C-RAF est soumise à une régulation complexe définie par un ensemble
d’événements moléculaires collectivement requis pour obtenir une activation maximale. Le
recrutement membranaire, l’oligomérisation et la phosphorylation de résidus particuliers
correspondent à quelques-unes des étapes auxquelles C-RAF doit être soumise. Parmi ces
événements, plusieurs semblent être conservés au sein du processus d’activation des
isoformes A-RAF et B-RAF (Baccarini, 2005; Wellbrock et al., 2004). Les prochaines
sections discutent des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de l’activité
de C-RAF et relatent les différentes similitudes qui existent entre les isoforrnes.
1.4.2.3.2.1. Autorégulation négative de C-RAF
La découverte de l’oncogène viral v-RAF, caractérisé par la délétion de sa partie
NT, a permis de faire une première incursion dans le mode de régulation de C-RAF.
Plusieurs analyses biochimiques ont par la suite confirmé qu’une troncation de la portion
NT de C-RAF, qui comprend les régions conservées CRi et CR2, était suffisante pour
générer une forme constitutivement activée. Ces observations ont permis de proposer
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Figure 1.5 Homologues de RAF chez les mammifères, le nématode et
Schémas adaptés de (Chong et al., 2003).
la drosophile.
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l’hypothèse suggérant l’implication de la partie NT de C-RAf dans la régulation négative
de son activité catalytique (Chong and Guan, 2003; Cutier et al., 199$). Cette région
régulatrice module l’activité kinase de deux façons. La première consiste à maintenir
C-RAF dans une confoniiation inactive en masquant les différents sites de phosphorylation
requis pour son activation en absence d’un signal. Le second rôle implique son association
à Ras, ce qui a pour effet de recruter C-RAF à la membrane plasmique suivant l’activation
de la voie. En absence d’un signal, la confonnation inactive de C-RAF est stabilisée par
l’association de protéines chaperonnes de type 14-3-3, dont les sites de liaison sur C-RAF
correspondent à deux phosphosérines en position 259 et 621. Le CRD de C-RAf participe
également à cette conformation inactive en interagissant d’une part avec le domaine kinase
et d’autre part avec 14-3-3 (Figures 1.6A et B) (Clark et al., 1997; Cutter et al., 199$;
Dhillon and Kolch, 2002; Light et al., 2002; Michaud et al., 1995; Thorson et al., 1998).
Suite à l’activation de Ras, C-RAF est recrutée à la membrane plasmique. La S259 peut
alors être déphosphoiylée suivant le déplacement de 14-3-3. Selon Morrison et ses
collègues, ce déplacement pourrait potentiellement être le résultat de l’association du RBD
de C-RAf à Ras (Monison and Cutler, 1997). Cependant, le déplacement de 14-3-3 ne
semble pas être suffisant pour instabiliser l’interaction du NT de C-RAF à son domaine
kinase, puisque la mutation de la S259 n’empêche pas cette association d’avoir lieu sauf si
Ras activée est coexprimée. La dissociation entre le NT et le domaine kinase de C-RAF
serait plutôt médiée par l’exposition du domaine CRD suivant la liaison de Ras au motif
RBD de C-RAF (Morrison and Cutler, 1997). Le CRD serait alors disponible pour
interagir avec Ras et/ou des composantes de la membrane plasmique permettant ainsi de
relâcher complètement toute forme de répression négative imposée sur la structure de
C-RAF. L’une des fonctions de 14-3-3 serait donc de masquer le CRD de C-RAF pour
l’empêcher de s’associer à la membrane (Sendoh et al., 2000).
1.4.2.3.2.2. Oligomérisafion de RAF
L’oligomérisation constitue une étape importante dans l’activation des RTKs.
L’association de l’agoniste assure la juxtaposition des domaines kinases intracellulaires,
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Figure 1.6 Mécanisme d’activation de C-RAf. (A) C-RÀF est maintenue dans un état
inactif en absence d’un signal. (B) Ras-GTP recrute C-RAF à la membrane plasmique.
14-3-3 est ainsi déplacée. La S259 est déphosphorylée par PP2A. (C) L’oligomérisation de
C-RAF stabilise la conformation ouverte et favorise la phosphoiylation des sites
activateurs. Schémas adaptés de (Heckman et al., 2004).
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favorisant par conséquent leur activation par transphosphorylation (Jiang and Hunter,
1999). Dans certains cas, cette oligomérisation n’est pas suffisante. Le récepteur à
cytokine EpoR par exemple est constitutivement sous la forme d’un dimère (Livnah et al.,
1999). Les domaines cytoplasmiques seraient cependant mal orientés l’un par rapport à
l’autre pour éviter toute activation inadéquate. L’association du ligand favoriserait
l’induction d’un changement conformationnel au niveau des récepteurs qui modifierait leur
organisation tridimensionnelle dans le but de les activer (Remy et al., 1999). Différentes
protéines kinases cytoplasmiques régulant divers processus cellulaires semblent également
avoir recours à une étape d’oligomérisation pour initier leur activation par
transphosphoiylation. PKR, MEKK2, PDKÏ, MST2 sont autant d’exemples qui
démontrent l’importance de l’oligomérisation dans leur processus d’activation (Cheng et
al., 2005; Lemaire et al., 2005; O’Neill et ai., 2004; Wick et al., 2003). Il est donc
concevable de croire que l’activation de C-RAF pourrait également dépendre d’un tel
événement. Or plusieurs évidences le suggèrent (Farrar et al., 1996; Farrar et al., 2000; Luo
et ai., 1996). D’ailleurs Ras semble avoir la capacité de se dimériser pour recruter deux
molécules de RAF à la membrane (Inouye et ai., 2000). Selon certaines analyses
biochimiques, il semblerait que I’oligomérisation de RAF induit et/ou stabilise un
changement conformationnel qui serait nécessaire à l’induction de son activité catalytique.
Elle pourrait contribuer à l’exposition de la S259 en permettant la formation d’un pont
intennoléculaire entre les molécules de 14-3-3 toujours associées à la S62 1, stabilisant par
conséquent un complexe oligomérique (Figure 1.6C) (Goetz et al., 2003; Rommel et al.,
1997). Aucune étude n’a cependant démontré l’implication d’une transphosphorylation de
résidus clés résultant de l’oligomérisation de C-RAF (Figure 1 .6C) (Goetz et al., 2003). Il
est possible que son domaine kinase nécessite une modification allostérique supplémentaire
qui permettrait l’exposition de ses sites phosphorégulateurs localisés dans la boucle
d’activation.
1.4.2.3.2.3. La phosphorylation
Plusieurs événements de phosphorylationldéphosphorylation semblent également
nécessaires à la régulation de l’activité kinase de C-RAF (Diaz et ai., 1997; Stokoe and
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McCormick, 1997). Ce mode de régulation pourrait potentiellement être conservé chez
toutes les espèces (Chong et al., 2003). Il existe cependant certaines particularités entre les
différents homologues (Figure 1.5). La section qui suit discute des principaux résidus qui
doivent être phosphorylés pour assurer l’activation de C-RAF tout en comparant
l’homologie entre les isoformes.
1.4.2.3.2.3.1. Les régulateurs positifs dans l’activation de RAF
C-RAF possède cinq sites de phosphorylation qui sont essentiels à son activation,
dont quatre sont induits par Ras (Figure 1.5A) (Chong et al., 2003; Wellbrock et al., 2004).
Le recrutement de C-RAF à la membrane plasmique par Ras activée constitue l’étape
initiale menant vers la phosphorylation de ses sites. Sans cette translocation, l’activation de
C-RAF semble impossible (Mason et al., 1999).
La phosphorylation de la sérine 33$ (S338) et de la tyrosine 341 (Y341) correspond
à deux de ces sites induits suivant sa relocalisation membranaire (Diaz et al., 1997; Fabian
et al., 1993; Mason et al., 1999; Yip-Schneider et al., 2000). Ces sites sont conservés chez
l’isoforme A-RAF (S299 et Y302) et semblent être régulés conformément à C-RAF (Figure
1.5C) (Marais et al., 1997; Mason et al., 1999). L’isoforme B-RAF possède également une
sérine en position homologue à la 533$, cependant elle est constitutivement phosphorylée
(S445). Le résidu équivalent à la Y341 correspond quant à lui à un acide aspartique (D448)
(Figure 1.5B). Ces différences laissent donc présager un mécanisme de régulation différent
(Marais et al., 1997).
La Y341 de C-RAF est phosphorylée par $rc (King et aÏ., 2001; Marais et al., 1997;
Mason et al., 1999). Les membres de la famille des tyrosine kinases JAK pourraient
également phosphoryler ce site (Xia et al., 1996; Yip-Schneider et al., 2000). La kinase qui
phosphoryle la $33$ n’a toutefois pas encore fait l’unanimité. Plusieurs groupes de
recherche suggèrent l’implication des sérine/thréonine kinases PAK1, 2 et 3 dans la
phosphorylation de ce site (King et al., 1998; Li et al., 2001; Sun et al., 2000; Zang et al.,
2002). Le modèle proposé est le suivant: Ras-GTP induit l’activation de la PI3K, laquelle
permet à son tour l’activation des protéines GEFs spécifiques aux petites GTPases Rac et
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Cdc42. Ces dernières peuvent s’associer à PAK et stimuler son activité. PAK interagit
alors avec le domaine kinase de C-RAF et favorise la phosphorylation de la $338.
Néanmoins, plusieurs résultats sont incompatibles avec ce modèle, ce qui par conséquent
met sérieusement en doute l’implication de PAK en tant que médiateur physiologique dans
la phosphorylation de la $338 de C-RAf induite par des facteurs de croissance (Chaudhaiy
et al., 2000; Chiloeches et al., 2001; King et al., 1998; Mason et al., 1999; Sun et al., 2000;
Wellbrock et al., 2004; Zang et al., 2002).
La $338 et la Y341 sont toutes deux localisées en amont du domaine kinase dans
une région appelée la « Negative-charge regulatoiy region » (« N region ») (figure 1.1).
Ce nom vient du fait que C-RAF doit nécessairement avoir des charges négatives dans cette
région pour promouvoir l’activation de son domaine kinase (Mason et al., 1999; Wellbrock
et al., 2004). La phosphorylation Ras dépendante des résidus S338 et Y341 procure
d’ailleurs ces charges négatives. Ces dernières seraient impliquées dans la réorientation de
l’hélice uC du domaine kinase de C-RAF, permettant ainsi d’aligner correctement les
différents résidus requis au processus d’activation. Sans cette phosphorylation, la
«N région » semble induire certaines interactions intramoléculaires qui favoriseraient la
conformation inactive du domaine kinase (Mason et al., 1999). L’analyse de la structure
cristallographique du domaine kinase de B-RAF fournit une évidence supplémentaire
concernant l’implication possible de la «N region» dans la stabilisation de la conformation
active du domaine kinase (figure 1.1B). En effet, il semble que le résidu D447 (homologue
de la Y340 de C-RAf) fait contact avec l’arginine 505 de l’hélice OEC (Mason et al., 1999;
Wan et al., 2004). Cette interaction pourrait contribuer à stabiliser la conformation
nécessaire à la catalyse. Plusieurs observations permettent donc d’expliquer
moléculairement la raison pour laquelle B-RAf est fréquemment mutée dans divers cancers
(Davies et al., 2002) (voir section 1.4.2.3.3, page 39). B-RAF pourrait être une cible
adéquate puisqu’elle possède de prime abord une forte activité basale caractérisée par la
présence constante de charges négatives dans sa «N region » (Mason et al., 1999; Wan et
al., 2004). Une seule altération génétique pourrait être suffisante pour entraîner
l’expression d’une forme constitutivement activée, contrairement à A-RAF et C-RAF qui
doivent nécessairement être phosphorylées sur leurs résidus sérine et tyrosine pour obtenir
34
une activation maximale. D’ailleurs, l’introduction d’une mutation activatrice initialement
identifiée chez 3-RAF à son homologue C-RAF, est incapable de conduire à une
augmentation significative de l’activité kinase de C-RAF (Davies et al., 2002; Wellbrock et
al., 2004).
La phosphorylation de la S338 et de la Y341 est également impliquée dans
l’inhibition de l’autorégulation négative de C-RAF (voir section 1.4.2.3.2.1, page 27). Ces
événements de phosphorylation préviennent l’effet inhibiteur exercé par la région
régulatrice de C-RAF sur son domaine kinase en stabilisant une conformation ouverte (Tran
and Frost, 2003; Wellbrock et al., 2004). L’isoforme B-RAf semble, quant à elle, se
comporter un peu différemment. En effet, la surexpression de la portion NT de B-RAF
peut toujours inhiber l’activité de son domaine kinase malgré la phosphorylation
constitutive de la S445 (homologue à la S338). La mutation de cette sérine 445 en alanine
augmente cependant l’affinité d’association entre la région régulatrice NT de B-RAF et son
domaine kinase, ce qui se traduit par l’inhibition de son activité catalytique. Ce résultat
suggère donc l’implication de la S445 dans la régulation négative de l’activité auto-
inhibitrice induite par le NT de B-RAf. Toutefois, seule la phosphorylation de résidus
localisés dans sa boucle d’activation peut relever l’auto-inhibition exercée par la
surexpression du NT de B-RAF sans toutefois perturber sa capacité à s’associer au domaine
kinase (Figure 1.5B). La surexpression d’une forme oncogénique de Ras peut néanmoins
perturber l’association NT/CT en autant que la liaison Ras/B-RAF soit intacte. Ainsi,
parallèlement à C-RAF, un changement conformationnel médié par la liaison de Ras doit
inhiber l’association NT/CT de B-RÀF. La S445 constitutivement phosphorylée
prédispose B-RAF au processus d’activation en réduisant l’affinité d’association entre le
NT/CT, alors que la phosphorylation de certains résidus dans sa boucle d’activation (T598
et S601) entraîne l’insensibilisation du domaine kinase de B-RAF à l’autorégulation
négative (Tran et al., 2005). Le mécanisme de régulation de lin-45 chez C. elegans pourrait
être analogue puisque sa « N region » contient deux acides aspartiques en positions
équivalentes à la S338 et la Y341 (Figure 1.5D) (Marais et aI., 1997). RAF de drosophile
(DRAF) contient une asparagine au lieu d’une tyrosine, la sérine équivalente à la S33$ est
cependant conservée (Figure 1.5E). fait à noter, l’asparagine est précédée de deux acides
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glutarniques qui pourraient potentiellement fournir les charges négatives (Chong et al.,
2001).
La thréonine 491 (T491) et la sérine 494 (S494) localisées dans la boucle
d’activation du domaine kinase de C-RAF doivent également être phosphorylées pour
atteindre une activation maximale. Leur mutation en alanines réduit l’activité kinase
induite par une forme oncogénique de Ras, alors que leur substitution en résidus
phosphomimétiques (T491E/S494D) entraîne une élévation de l’activité basale. Cette
activation peut être davantage augmentée par Ras activée, puisque C-RAF doit également
être phosphorylée sur ses résidus S338 et Y341 pour être pleinement activée (Figure l.5A)
(Chong et al., 2001; Zhang and Guan, 2000). D’ailleurs, seule la mutagenèse des quatre
sites en résidus acides entraîne l’activation maximale de C-RAF (Chong et al., 2003). La
1491 et la $494 sont hautement conservées chez tous les homologues de RAF, toutes
espèces confondues. Chez C. elegans par exemple, la substitution des résidus
correspondants (T626 et T629) en résidus phosphomimétiques engendre un phénotype
multivulvaire caractéristique d’une suractivation de la voie Ras/ERK, confirmant ainsi leur
pertinence fonctionnelle au sein de la signalisation (Figure 1.5D) (Chong et al., 2001;
Chong et al., 2003). Ces sites ont originellement été identifiés chez B-RAf (1598 et $601)
(Figure 1.5B) (Chong et al., 2003; Zhang and Guan, 2000). Leur mutation en alanines
résulte également en une perte d’activation de B-RAF, alors que leur substitution en acides
aminés phosphomimétiques occasionne une activation constitutive. Contrairement à
C-RAf, l’activité kinase de B-RAF devient indépendante de Ras compte tenu du fait que
B-RAF ne requiert aucune phosphorylation dans sa « N region ». Chadee et al. ont
démontré que l’ablation de MLK3 par RNAi prévient la phosphorylation des sites T598 et
$601 de B-RAF suivant l’activation de la voie ERX par l’EGF (Chadee and Kyriakis, 2004;
Chadee and Kyriakis, 2004). Cette phosphoiylation n’est cependant pas directement
médiée par MLK3. La phosphorylation des résidus homologues chez C-RAF (1491 et
$494) n’est toutefois pas perturbée par l’ablation de MLK3. Or cette MAP3K,
normalement induite par les cytokines, régule l’activation des composantes de la voie JNK.
$a participation au sein du processus d’activation de B-RAF permet donc d’apprécier les
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interconnexions qui existent chez les différentes voies de signalisation dans le but d’induire
une réponse biologique appropriée.
La phosphorylation de la sérine 621 ($621) de C-RAF semble être requise durant
son processus d’activation (Figure 1.5A) (Hekman et al., 2004; Morrison et al., 1993; Yip
Schneider et al., 2000). Cette sérine est constitutivement phosphorylée et ne semble pas être
perturbée suivant son activation (Hekman et al., 2004; Monison et al., 1993; Thorson et al.,
199$). Or de récentes études réalisées par Heckman et al. suggèrent l’existence d’une
régulation rapide et transitoire de la phosphorylation de la S621 (Hekman et al., 2004;
Wellbrock et al., 2004). Cette phosphorylation serait de prime abord le résultat d’une
réaction d’autophosphorylation (Hekman et al., 2004; Thorson et al., 199$). L’association
de 14-3-3 semble nécessaire à la stabilisation de cette phosphoiylation. D’ailleurs l’activité
kinase de CRAFcT peut davantage être stimulée par la surexpression de 14-3-3 et résulte
en une augmentation du niveau de phosphorylation de sa S62 1. Ce résultat suggère donc
que le niveau d’expression de 14-3-3 régule la stoechiométrie de phosphorylation de la
$621 et par le fait même, l’activité catalytique du domaine kinase de C-RAF (Thorson et
al., 199$). D’après l’homologie de séquence, cette sérine 621 est conservée chez certaines
espèces animales, laissant ainsi présager un mécanisme de régulation potentiellement
similaire à celui de C-RAF (Figures l.5D et E) (Hsu et al., 2002; Radke et al., 2001).
Le résidu sérine en position 499 localisé dans la boucle d’activation de C-RAf
semble être phosphorylé par la PKC (Chong et al., 2003). Toutefois, son importance
fonctionnelle dans le processus d’activation ne fait pas l’unanimité. En effet, sa mutation
en alanine n’affecte pas l’activité catalytique de C-RAF induite par la PKC, remettant par
conséquent en doute la pertinence de ce site (Bamard et al., 199$; Chong et al., 2001).
Tous ces événements de phosphorylation mentionnés précédemment ne semblent
pas être suffisants pour assurer l’activation de C-RAF. La déphosphorylation de sa sérine
259 ($259) serait également l’une des étapes requises à ce processus. Plusieurs analyses
biochimiques semblent démontrer l’implication de la phosphatase PP2A dans la
déphosphorylation de ce résidu (Abraham et al., 2000; Jaumot and Hancock, 2001; Kubicek
et al., 2002; Sieburth et al., 1999; Wassaman et al., 1996). Cette déphosphorylation serait
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nécessaire à la relocalisation membranaire de C-RAF puisque le mutant S259A semble s’y
associer constitutivement (Dhillon et al., 2002; Kubicek et al., 2002). De plus, cette
mutation semble augmenter l’association de C-RAF à Ras (Dhillon et al., 2002). PP2A
pouffait donc contribuer au processus d’activation de C-RAF en favorisant son
accumulation à la membrane plasmique (Figure 1 .6B).
1.4.2.3.2.3.2. Inhibition par phosphorylation
Peu d’études décrivent les mécanismes moléculaires par lesquels l’activation du
domaine kinase de C-RAF est atténuée. Pourtant, l’inactivation de C-RAF est essentielle
pour éviter une suractivation de la voie RasIERK. Certaines analyses biochimiques
semblent démontrer l’implication d’événements de phosphorylation divers dans ce
processus d’inactivation de C-RAF. Certains sites seraient directement phosphoiylés par la
PKA (Dumaz and Marais, 2005), alors que d’autres seraient induits suivant l’activation de
ERK (Dhillon and Kolch, 2002; Dougherty et al., 2005). Voici ci-dessous une brève
description des différents mécanismes de régulation négative du domaine kinase de C-RAF.
C-RAF possède trois sites constitutivement phosphorylés, soit la S43, la 5259 et la
S621 (Figure 1.5A) (Morrison et al., 1993). Ces sites peuvent tous être hyperphosphorylés
en présence de la PKA (Dhillon and Kolch, 2002; Dhillon et al., 2002). La phosphoiylation
de la S43 localisée en amont du motif RBD, semble diminuer l’affinité de liaison entre
C-RAF et Ras-GTP, entraînant par conséquent une diminution de l’activité kinase de
C-RAF (Dhillon and Kolch, 2002; Dumaz and Marais, 2003). Pourtant, la mutation de
cette sérine n’empêche pas l’AMPc d’induire l’inactivation de C-RAF (Dumaz et al., 2002;
Sidovar et al., 2000). Un résultat similaire est obtenu lorsque la S259 est également
mutagenéisée en alanine. L’activité kinase de CRAFs259A est toujours réprimée par
l’AMPc au même titre que le double mutant CRAFs43AIs259A (Durnaz et al., 2002). La
phosphorylation de ces sites n’est donc pas suffisante pour induire l’inactivation du
domaine kinase de C-RAF par I’AMPc. La phosphorylation de la S233 est également
induite suivant l’élévation de la concentration en AMPc. Sa mutagenèse n’empêche pas
l’inactivation du domaine kinase de C-RAF. Seule l’activité catalytique du double mutant
CRAFS233AJS259A devient pratiquement réfractaire à l’AMPc, alors que le triple mutant
3$
C_RAFs43AJs233259A devient complètement insensible. D’ailleurs, l’élimination de la
sous-unité catalytique de la PKA par RNAi empêche l’hyperphosphorylation de ces résidus
d’avoir lieu. La phosphorylation de la S621 n’est pas impliquée dans la régulation négative
de C-RAF par l’AMPc (Dumaz et al., 2002; Sidovar et al., 2000). Il est intéressant de
mentionner que l’AMPc augmente significativement l’association C-RAF/14-3-3. Cette
interaction est cependant abolie lorsque les résidus S233 et S259 sont mutagenéisés.
L’ensemble de ces résultats pennet donc de proposer un mécanisme d’action par lequel la
PKA induit l’inactivation progressive de C-RAF suivant la phosphorylation des résidus
sérines 43, 233 et 259. La phosphosérine 43 pourrait perturber l’association Ras-GTP/
C-RAf, alors que le recrutement de 14-3-3 serait assuré par les phosphosérines 233 et 259
dans le but de stabiliser une conformation fermée et inactive (Dumaz and Marais, 2003).
Grâce au marquage métabolique, six résidus hyperphosphorylés ($29, $43, $289,
$296, S301 et S642) ont été cartographiés suivant une stimulation au PDGf (Dougherty et
al., 2005). Cette hyperphosphorylation coïncide avec l’inactivation et/ou la désensibili
sation de C-RAF aux stimulations subséquentes. Heckman et al. ont d’ailleurs rapporté que
la mutation des sérines 296 et 301 accentue l’activité kinase de C-RAF induite par l’EGF,
ce qui suggère également leur implication dans la régulation négative de C-RAF (Hekman
et al., 2005). À l’exception de la S43, les cinq sérines sont phosphorylées in vitro par ERK.
Il semble que cette hyperphosphorylation de C-RAF altère sa capacité à répondre aux
signaux en provenance de la membrane puisqu’elle perturbe l’association Ras/C-RAF.
Cette interaction devient cependant persistante lorsque les six sérines sont mutagenéisées
en alanines, favorisant ainsi une accumulation anormale de C-RAF à la membrane
plasmique accompagnée d’une phosphorylation soutenue de la S338. Fait à noter, la
phosphorylation de la $43 n’est pas suffisante pour abolir l’association Ras/C-RAf, malgré
le fait qu’elle puisse réduire l’affinité de liaison de C-RAF pour Ras-GTP. Des résultats
préliminaires semblent révéler l’importance des six résidus sérines (Dougherty et al., 2005).
La phosphatase PP2A serait impliquéee dans la déphosphorylation de ces sites (sauf la $43)
dans le but de rendre à nouveau C-RAF sensible à une stimulation (Dougherty et al., 2005).
PP2A nécessite cependant l’isornérisation préalable des phosphosérines en une
conformation trans, afin qu’elle puisse les déphosphoryler efficacement. Pinl, une prolyl
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isomérase, a cette capacité (Lu, 2004). D’ailleurs, C-RAF isolée à partir de cellules MEFs
pinT’ demeure anormalement hyperphosphorylée plusieurs heures après avoir traitée au
PDGF au même titre que lorsqu’une forme catalytiquement inactive de Pini est
surexprimée. Fait intéressant, Pinl est fréquemment surexprimée dans diverses formes de
cancers. Permet-elle un recyclage efficace de C-RAF afin qu’elle puisse être rapidement
activée par Ras? D’autres analyses seront requises (Dumaz and Marais, 2005).
Il est intéressant de mentionner que ERK semble également avoir la capacité
d’inactiver par phosphorylation l’isoforme B-RAF. En effet, B-RAF contient en CT un
motif SPKTP qui peut être spécifiquement reconnu par ERK (Figure 1. lB) (Brummer et
al., 2003). Contrairement à C-RAF et A-RAF, cette séquence est conservée chez la mouche
et la grenouille, laissant ainsi présager que la régulation négative médiée par ERK puisse
être conservée à travers l’évolution (Brummer et al., 2003). B-RAF possède trois autres
résidus, soit la $364, $42$ et 1439, qui, lorsque phosphorylés, exercent un effet inhibiteur
(Figure 1 .5B) (Zhang and Guan, 2000). PKB serait responsable de la phosphorylation de
ces sites, quoique la S364 (homologue de la $259) puisse également être phosphorylée par
SGK (Guan et al., 2000; Zhang et al., 2001). Leur mutagenèse en alanines permet d’obtenir
une activation équivalente à celle occasionnée par la surexpression d’une forme activée de
Ras (Chong et al., 2001). Chez C. eÏegans, lin-45 (RAF) possède deux sites de
phosphorylation (S3 12 et $453) qui doivent être simultanément mutés pour générer un
phénotype multivulvaire caractéristique d’une suractivation de la voie Ras/ERK (Figure
1.5D). La $312 correspond au résidu S259 de C-RAF, alors que la $453 est équivalente à
la 1439 de B-RAF (Chong et al., 2001). Le résidu $259 est également conservé chez RAF
de Drosophile (DRAF) et correspond à une sérine en position 346. DRAF possède
également une sérine homologue à la S42$ de B-RAF ($402) (Figure 1.5E). Ces résidus
relativement conservés à travers les espèces permettent donc de supposer qu’ils puissent
réguler négativement l’activité kinase.
1.4.2.3.3. RAF dans la pathogenèse des cancers
Les chercheurs oeuvrant dans le domaine de la signalisation intracellulaire ont
toujours eu un engouement particulier pour RAF de par son implication dans l’activation de
40
la voie Ras/ERK (Gamett and Marais, 2004; Hoshino et al., 1999; Wellbrock et al., 2004).
Or l’intérêt d’étudier RAF s’est accentué depuis la découverte des diverses mutations dans
le gène b-raf dont les plus communes sont des substitutions qui rendent la kinase
constitutivement activée. La fréquence de ces mutations est particulièrement élevée dans
les mélanomes (30 à 60 %), le cancer de la glande thyroïde (30 à 50 %), le cancer du colon
(5 à 20 %) et le cancer des ovaires (environ 30 %). On les retrouve également, mais à plus
faible fréquence (1 à 3%), dans d’autres cancers (Gameif and Marais, 2004).
Parallèlement, une mutation (A451T) localisée dans le segment d’activation du domaine
kinase de l’isoforme A-RAF a récemment été identifiée à partir d’une lignée cancéreuse
leucémique. Ce résidu est conservé chez l’humain, la souris, le rat et le cochon, néanmoins
aucune étude ne nous informe sur la possible implication de cette substitution dans
l’altération de la fonction de la protéine A-RAf. L’analyse de nombreux tissus cancéreux
n’a pas permis l’identification de mutations additionnelles dans A-RAF, suggérant ainsi,
contrairement à b-raf que le gène a-raI possède un rôle mineur dans la pathogenèse des
cancers (Lee et al., 2005). Aucune modification génétique n’a jusqu’à présent été trouvée
dans le gène c-raf(Davies et al., 2002; O’Neill and Kolch, 2004).
90 % des mutations chez B-RAF isolées à partir des lignées cancéreuses provenant
entre autres du sein, des poumons et de la peau, correspondent à une substitution de la
valine 599 en acide glutamique (V599E) (Figure l.1B) (Davies et al., 2002; Gray-Schopfer
et al., 2005; Mercer and Pritchard, 2003). Cette substitution oncogénique engendre
l’activation constitutive de ERK endogène (Wellbrock et al., 2004). Elle induit également
la prolifération et la transformation des cellules NIH 3T3 et des mélanocytes murins. Ces
cellules transformées ont la capacité de former des tumeurs lorsqu’elles sont réintroduites
dans des souris nues, permettant ainsi de qualifier B-RAF en tant qu’oncogène potentiel
(Davies et al., 2002; Garnett and Marais, 2004). Or pourquoi cette mutation est
prédominante dans différentes formes de cancers? L’analyse de la structure du domaine
kinase de B-RAF a fourni d’importants indices. En effet, cette étude a permis de visualiser
certaines interactions intramoléculaires entre le « G-loop » et le segment d’activation qui
seraient nécessaires pour stabiliser la conformation inactive du domaine kinase de B-RAF
en absence d’une stimulation. De façon générale, les mutations oncogéniques identifiées
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chez B-RAF pourraient perturber ces interactions, instabilisant par conséquent la
conformation inactive du domaine kinase. Normalement, ces associations orientent le
motif DFG dans une position incompatible avec la catalyse. La V599 contacte en condition
inactive la F467 du « G-loop », ce qui contribue à l’obtention d’une structure fermée. La
mutation de cette phénylalanine a d’ailleurs été rapportée dans des cancers, démontrant une
fois de plus l’importance fonctionnelle de l’association « G-loop »/segment d’activation
dans la stabilisation de la conformation inactive du domaine kinase de B-RAf (Wellbrock
et al., 2004). La phosphorylation de la T598 (pT598) semble perturber l’association
«G-loop »/segrnent d’activation de manière à instabiliser la conformation inactive du
domaine kinase. Cette pT598 pourrait contacter l’Arg574 positionnée en amont de la base
catalytique (Asp575), dans le but de stabiliser une conformation ouverte et adéquate pour la
catalyse. Il est possible que la V599 puisse, de concert avec le résidu D447 de la
«N region », participer au repositionnement de l’hélice OEC en établissant certains contacts
qui pourraient également contribuer à la stabilisation de la conformation active du domaine
kinase de B-RAF. Or il semble que la mutation de la V599E imite la phosphorylation du
résidu 598 en fournissant une charge négative, ce qui par le fait même entraîne
l’instabilisation de la conformation inactive et/ou la stabilisation d’une confonnation active
du domaine kinase (Davies et al., 2002; Mercer and Pritchard, 2003; Smalley, 2003; Wan et
al., 2004; Wellbrock et al., 2004). La mutation de la K600 en acide glutamique (K600E) a
également été rapportée. Ce mutant semble se comporter de la même façon que le mutant
V599E en introduisant une charge négative qui contribue à mimer la phosphorylation
($601) dans la boucle d’activation de B-RAF (Ikenoue et al., 2003). Il est à noter que
l’élimination de MLK3 par RNAi, laquelle semble indirectement impliquée dans la
phosphorylation des résidus 598 et 601, est sans effet lorsque la V599 est mutagenéisée,
confirmant ainsi la capacité de cette mutation à mimer l’état de phosphorylation de B-RAF
normalement induit suivant l’activation de la voie ERX (Chadee and Kyriakis, 2004).
Curieusement, plusieurs mutants de B-RAF ont une activité kinase largement
réduite in vitro. En effet, ces substitutions oncogéniques affectent des résidus hautement
requis dans la catalyse (Figure 1. lB). La G465 par exemple correspond à la seconde
glycine du « G-loop » (GxGxxG). Ce motif médie normalement la fixation et l’orientation
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adéquate des groupements phosphates de l’ATP. La G595 du motif DFG, constitue un
second exemple, puisque sa perturbation altère non seulement la coordination d’un ion
magnésium, mais également le positionnement approprié de l’hélice OEC. Or il est étonnant
que ces mutants de B-RÀF possèdent tous la capacité d’induire l’activation de ERK
endogène (Davies et al., 2002; Gamett and Marais, 2004; Wan et al., 2004). L’activité
endogène de l’homologue C-RAF semble cependant nécessaire pour initier cette activation.
En effet, la déplétion de C-RAf par RNAi abolit complètement l’activation de ERX induite
suivant l’expression des mutants de B-RAF. Il a été proposé que l’hétérodimérisation entre
C-RAF et B-RAF mutant puisse induire l’activation de C-RAF par l’intermédiaire d’un
changement conformationnel. Il n’est cependant pas exclu que cette transactivation soit le
résultat du recrutement d’une molécule activatrice ou de la titration d’une molécule
inhibitrice par 3-RAF (Hubbard, 2004; Morrison, 2004; Wan et al., 2004). Néanmoins,
l’étude cristallographique prédit que les mutants de B-RAF adoptent une conformation
ouverte. Ces mutants pourraient potentiellement être aptes à transactiver C-RAF par
l’intermédiaire d’un changement allostétique suivant leur association (Gamett and Marais,
2004). Ce mécanisme de transactivation potentiel proposé par Wan et ses collaborateurs
n’est pas sans précédant. En fait ce mécanisme pourrait être analogue à celui utilisé par les
membres de la famille des tyrosine kinases Jak. En effet, ces protéines possèdent deux
domaines kinases dont l’un est inactif. Le rôle de ce domaine pseudokinase serait de
réguler par modification allostérique l’activité du second domaine kinase catalytiquement
compétent (Chen et al., 2000). Il en est de même pour le récepteur guanylate cyclase
impliqué dans la production du GMPc. Son domaine kinase, pourtant dépourvue d’une
activité catalytique, module l’activité du domaine guanylate cyclase par l’intermédiaire
d’un changement confonnationnel (Duda et al., 2001; Potter and Hunter, 1998; Sharma et
al., 2001).
Est-ce que l’hétérodimérisation entre C-RAF et B-RAF oncogénique requiert
l’association de Ras-GTP dans le but de stabiliser la conformation ouverte de C-RAF et
ainsi permettre à B-RAF mutant de transactiver le domaine kinase de C-RAF? Il semble
que B-RAf ait la capacité de coopérer avec Ras-GTP dans le but d’induire l’activation de
C-RAF. 3-RAF est incapable en soi de stimuler l’activation du domaine kinase de C-RAF.
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Par contre, la déplétion de B-RAF au moyen d’un anticorps abolit significativement
l’activation de C-RAF par Ras oncogénique, contrairement à l’ajout d’un anticorps spécifi
quement dirigé contre A-RAF (Mizutani et al., 2001). Davies et al. ont utilisé une approche
similaire en mettant en évidence l’importance de Ras dans la prolifération cellulaire de
diverses lignées tumorales en injectant un anticorps monoclonal qui neutralise sa fonction.
Ils ont remarqué que cette neutralisation bloque la prolifération de certaines lignées
caractérisées par des mutations de faible fréquence dans le gène b-raf L’une de ces lignées
est caractérisée par la mutation du résidu G465V localisé au sein du « G-loop ». Ce mutant
a une activité kinase réduite et requiert C-RAf pour induire l’activation de ERK. Il est
donc possible que Ras soit impliquée dans la transactivation de C-RAF par B-RAF (Davies
et al., 2002). D’ailleurs certaines lignées tumorales possèdent, en plus d’une forme
oncogénique de B-RAF, des mutations activatrices dans les gènes N-Ras et K-Ras (Davies
et al., 2002; Yuen et al., 2002). Ce n’est cependant pas le cas du mutant B-RAF dont la
valine en position 599 est mutée (figure l.1B). La prolifération des lignées tumorales
caractérisées par cette mutation est indépendante de la fonction de Ras. La déplétion de C
RAF par RNAi est d’ailleurs sans effet (Karasarides et al., 2004; Wan et al., 2004). Cette
valine substituée agit donc indépendamment de Ras et de C-RAF dans l’activation de ERK.
C’est probablement la raison pour laquelle cette substitution est fréquemment observée
dans diverses formes de cancers.
1.4.2.3.4. Activation de MEK par RAF
Depuis longtemps, C-RAF a toujours été perçue comme étant l’effecteur de Ras par
excellence pour induire l’activation de ERK. Or plusieurs études réalisées chez la souris
ont démontré que B-RAF semble en fait être le principal effecteur. En effet, contrairement
à B-RAF, l’activité kinase de C-RAF est faible alors que celle de A-RAF est difficilement
mesurable (Huser et al., 2001; Mercer et al., 2002). On ne note également aucune
perturbation dans l’activation de ERJ( suivant une stimulation lorsque des fibroblastes
embryonnaires de souris (MEFs) K.-O autant pour c-raf (c-rafj que pour a-raf (a-rafj
sont analysés (Huser et al., 2001; Mercer et al., 2002). L’activation de ERK dans les
cellules MEFs b-raf’ est par contre sévèrement compromise (Huser et al., 2001; Mercer et
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al., 2002). L’implication des isoformes A-RAF et C-RAF en tant qu’activateurs
physiologiques de MEK a donc suscité le questionnement. Pourtant, diverses études
biochimiques ont montré que les trois isoformes de RAF surexprimées en culture de
cellules, avaient la capacité à lier Ras-GTP et pouvaient être transloquées à la membrane
plasmique par une forme oncogénique de Ras. Elles ont toutes la capacité de devenir
constitutivement activées lorsque leur région régulatrice est délétée, causant ainsi la
transformation d’une variété de types cellulaires (Pritchard et al., 1995). Ces études ont
également démontré leur capacité à interagir avec MEK pour ensuite le phosphoryler in
vitro, quoique l’habileté du domaine kinase de A-RAF à phosphoryler MEK soit beaucoup
plus faible. B-RAF, quant à elle, induit une forte activation de MEK (Huser et al., 2001;
Marais et al., 1997; Mercer et al., 2002; Murakami and Morrison, 2001; Weber et al.,
2000). La raison pour laquelle A-RAF est un piètre activateur de MEK découle de sa faible
capacité à être activée par Ras oncogénique comparativement aux deux autres isoformes.
Cette activation réduite est le résultat d’une faible affinité de liaison entre son motif RBD et
Ras-GTP. La mutagenèse de la K22 en arginine, et ce de façon à mimer le motif RBD de
C-RAF, permet toutefois à A-RAF d’accroître son affinité d’association pour Ras-GTP, et
d’augmenter son activité kinase (Weber et al., 2000).
L’analyse phénotypique des souris K.-O pour c-rafa cependant fourni une évidence
concernant la possibilité que MEK puisse effectivement être un substrat physiologique de
C-RAF. En effet, ces embryons sont caractérisés par des défauts au niveau du placenta qui
sont similaires à ceux obtenus lorsque le gène meki est éliminé (Giroux et al., 1999;
Murakami and Morrison, 2001). Étonnamment, l’activation de ERK dans les cellules
MEFs rnekT est normale, laissant ainsi présager l’existence d’une redondance
fonctionnelle entre les gènes meki et rnek2. L’activation normale de ERK dans les cellules
MEFs c-raf/- pourrait également être le résultat d’une redondance fonctionnelle entre les
isoformes de RAF. D’ailleurs, ce phénomène a été constaté lorsque les gènes b-raf et c-raI
ont été simultanément éliminés (Hagemann and Rapp, 1999; Wojnowski et al., 2000).
Certains groupes ont rapporté une augmentation significative de l’activité de B-RAF dans
les cellules MEFs c-raf’ (Murakami and Morrison, 2001). Mercer et al. ont quant à eux
démontré l’augmentation substantielle de l’activité de B-RAF et, à un moindre niveau,
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l’activité de C-RAf dans les cellules MEFs a-raf-/- (Mercer et al., 2002). Ces observations
permettraient donc d’expliquer pourquoi aucune perturbation dans l’activation de ERK n’a
été constatée suivant l’ablation des gènes a-raIet c-raf
1.4.2.3.5. Fonctions de RAF indépendantes de l’activation de ERK
L’analyse phénotypique des souris K.-O caractérisées par l’ablation du locus c-raja
permis de proposer que la protéine C-RAF puisse accomplir, suivant son activation,
certaines fonctions indépendamment de sa capacité à activer MEK (Hindley and Kolch,
2002; Troppmair and Rapp, 2003). La section qui suit relate l’importance fonctionnelle de
C-RAF dans la régulation du cycle cellulaire et de l’apoptose.
Certains travaux démontrent la capacité de C-RAF à inactiver par phosphorylation
le gène suppresseur de tumeurs des rétinoblastomes (Rb), assurant par conséquent la
progression du cycle cellulaire en facilitant la transition GuS. Cette phosphoiylation
dépend cependant de leur association préalable, sans quoi la prolifération est inhibée
(Dasgupta et al., 2004; Wang et al., 1998). C-RAF a également la capacité de phosphoryler
in vitro Cdc25. Cette dernière est une phosphatase à double spécificité normalement
impliquée dans la déphosphoiylation des Cdks dans le but de les activer et d’induire la
progression du cycle cellulaire (Galaktionov et al., 1995). La pertinence physiologique de
ces événements n’a cependant pas encore été confirmée in vivo.
Contrairement à A-RAF et B-RAf, plusieurs analyses biochimiques ont démontré
l’effet antiapoptotique exercé par C-RAF lorsqu’il est surexprimé. Cet effet dépend non
seulement de sa transiocation à la surface externe de la mitochondrie, mais également de
son activité kinase (Wang et al., 1996; Zhong et al., 2001). Sa relocalisation subcellulaire
est le résultat d’une association entre son domaine kinase et Bd-2, un facteur
antiapoptotique qui préserve l’intégrité de la mitochondrie (Wang et al., 1996). C-RÀF
ainsi relocalisée peut interagir par l’intermédiaire de son domaine kinase avec la
sérine/thréonine kinase BAG-1 dans le but de prévenir l’induction de l’apoptose par un
mécanisme d’action encore inexpliqué. Certains croient que l’association C-RAF/BAG-1
permettrait d’induire l’activation de C-RAF (Wang et al., 1996). Néanmoins C-RAF ainsi
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complexée peut maintenant lier BAD, un facteur proapoptotique, dans le but d’induire soit
directement, soit indirectement via une kinase associée, sa phosphorylation, ce qui par
conséquent initie son inactivation (Zha et al., 1996). C-RAF peut également prévenir
l’apoptose indépendamment de son association à Bcl-2/BAD (Cornelis et al., 2005; Zhong
et al., 2001). La caspase 9 peut par exemple, suivant l’induction de l’apoptose, cliver
C-RAF dans le but de libérer son domaine catalytique de l’autorépression, pour ensuite être
relocalisé à la mitochondrie et protéger la cellule. Son association à VDAC, qui régule la
perméabilité mitochondriale, constitue un mécanisme supplémentaire permettant à C-RAf
d’induire la survie cellulaire en inhibant potentiellement le relâchement du cytochrome C
(Le Mellay et al., 2002). Cette inhibition dépend de l’activité kinase de C-RAF. Aucune
phosphorylation de VDAC n’a cependant été décelée. Le facteur de transcription NF-K13
peut également être activé par C-RAF au moyen d’un mécanisme inconnu qui ne dépend
pas toujours de l’activation de ERX. C-RAF semble indirectement impliquée dans
l’activation de 14-kinase (IKK), laquelle assure l’inactivation par phosphorylation du
facteur 14 pour l’empêcher de séquestrer NF-K13 dans le cytoplasme (Baumann et al.,
2000; Pearson et al., 2000). L’activité kinase de C-RAF n’est pas toujours requise pour
garantir la survie cellulaire (Chen et al., 2001; Hindley and Kolch, 2002; Huser et al.,
2001). Sa simple association au facteur proapoptotique ASK1 (apoptosis signal regulating
kinase) prévient l’apoptose par l’intermédiaire d’un mécanisme d’action encore inconnu
(Chen et al., 2001). Sa liaison à MST2 (une sérine/thréonine kinase membre de la famille
Ste2O) inhibe également l’apoptose, puisque C-RAF semble prévenir la transphospho
rylation de MST2 en empêchant son homodimérisation normalement induite en réponse à
certains agents proapoptotiques (OTNeill et al., 2004; OTNeill et al., 2005). D’ailleurs,
l’élimination de MST2 par RNAi renverse l’hypersensibilité des cellules MEF s c-raf-/- aux
agents proapoptotiques (O?Neill and Kolch, 2005).
1.4.3. MEK
MEK1 et MEK2 sont des protéines kinases à double spécificité qui phosphoiylent
spécifiquement les résidus thréonines et tyrosines localisés dans la boucle d’activation du
domaine catalytique des ERKs et dont la séquence consensus correspond à TEY (Kolch,
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2000). La similarité de séquence entre ces isoformes atteint près de 90 % (Belanger et al.,
2003). C. etegans, D. melanogaster et X taevis, ne contiennent qu’un seul homologue de
MEK (Giroux et al., 1999). MEK1 et MEK2 sont différentiellement activées par les
membres de la famille RAF. A-RAF semble préférentiellement activer MEK1, alors que
C-RAF les active toutes les deux. B-RAF, quant à elle, peut très bien lier les deux
isoformes, cependant il semble qu’elle soit un meilleur activateur de l’isoforme MEK1
(Catling et al., 1995; Schaeffer and Weber, 1999). Ces résultats permettent donc de croire
que MEK1 et MEK2 accomplissent des fonctions particulières. Dans le but d’apprécier
leur spécificité d’action respective, certains groupes de recherche ont généré des souris
K.-O pour les gènes meki et mek2 (Belanger et al., 2003; Giroux et al., 1999).
L’inactivation de meki entraîne la mort des embryons avant le onzième jour de la gestation.
Ces derniers ne présentent aucun phénotype particulier mis à part une hypovascularisation
anormale du placenta qui probablement provoque cette létalité précoce (Giroux et al.,
1999). L’ablation de mek2 ne semble pas être requise au cours du développement
embryonnaire puisque les souris mutantes sont viables, fertiles, sans aucune altération
morphologique apparente, à moins que MEK1 puisse adéquatement compenser la perte du
gène mek2 (Belanger et al., 2003).
Les MEKs doivent être activées par phosphorylation sur leurs résidus sérines (S2 1$
et S222) localisés dans la boucle d’activation de leur domaine kinase. RAF est le principal
activateur quoique MEKK 1, normalement induite par des stress environnementaux, peut
également induire la phosphorylation de ces sérines (Hagemann and Blank, 2001; Schaeffer
and Weber, 1999). Outre leur domaine kinase, MEK1 et MEK2 contiennent trois motifs
supplémentaires essentiels à l’accomplissement de leur fonction (Chen et al., 2001). Le
premier correspond au domaine D spécifiquement impliqué dans la liaison des ERKs (Xu et
al., 1999). Le second motif correspond à une région riche en résidus prolines insérée dans
la portion CI du domaine kinase, soit entre les sous-domaines IX et X (Catiing et al., 1995;
Dang et al., 1998). Cette séquence est absente chez tous les autres membres de la famille
des MEKs. Sa délétion n’affecte pas l’association de RAF, mais réduit par contre la
capacité du domaine kinase de MEK à être efficacement activée par RAF (Catling et al.,
1995; Schaeffer and Weber, 1999). La protéine d’échafaudage MP-1 impliquée dans la
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signalisation Ras/ERK a la capacité de lier cette région riche en prolines (voir page 59)
(Schaeffer et al., 1998). Ce motif polyproline contient plusieurs sites potentiels pouvant
lier des protéines à domaine SH3, de même que de nombreux résidus pouvant être
phosphorylés par différentes kinases telles ERKs (T292) et PAK1 (S298) (Coles and Shaw,
2002; Eblen et al., 2002; Frost et al., 1997; Gardner et al., 1994; Rossomando et al., 1994;
Slack-Davis et al., 2003). Le troisième motif non catalytique de MEKY et MEK2 est une
séquence d’exportation nucléaire (« nuclear export signal » ou NES) qui garantit leur
localisation cytoplasmique (Fukuda et al., 1997). Elle régule également la distribution
subcellulaire des ERKs (Adachi et al., 2000; Fukuda et al., 1997; Widmann et al., 1999). Il
est intéressant de mentionner que l’isoforme MEK1 contient également en CT une
séquence d’ancrage d’environ vingt acides aminés appelée le domaine DVD (< consewed
docking site ») qui serait nécessaire à la liaison de C-RAF. Cette séquence serait conservée
chez plusieurs MAP2K dont MKK4/7 et MKK3/6, et permettrait le recrutement de leur
MAP3K respective (Takekawa et al., 2005).
1.4.4. ERKs
ERKÎ et ERX2 sont ubiquitairement exprimées chez la souris. Leur abondance
respective varie cependant d’un type cellulaire à l’autre. L’analyse de leur composition en
acides aminés a révélé une identité qui pouvait atteindre près de $5 % (Pearson et al.,
2001). Quoique ces isoformes phosphorylent in vitro les mêmes substrats, l’ablation
respective des gènes erk] et erk2 a permis de mettre en évidence l’existence d’une
spécificité d’action. En effet, ERK1 semble impliquée dans la maturation des thymocytes.
Les souris erkl-/- sont cependant viables, fertiles et ne montrent aucun retard de croissance.
À l’inverse, les embryons erk2-/- meurent précocement, soit avant le jour embryonnaire
8,5, malgré le fait que erkl y soit normalement exprimé (Saba-El-Leil et al., 2003). Ces
résultats suggèrent que la protéine ERK1 soit incapable de compenser la perte du gène erk2
dans l’accomplissement des différentes fonctions, contrairement au gène erk] qui, lui,
semble être efficacement remplacé par erk2. Il n’est cependant pas exclu que erkl n’ait
aucun rôle à jouer durant l’embiyogenèse (Pages et al., 1999).
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1.4.4.1. Importation/cxportation nucléaire
En absence d’un signal, ERK est principalement localisée dans le cytoplasme. Sa
localisation subcellulaire est assurée par son association à MEK. En effet, MEK possède
dans sa portion NT une séquence NES riche en résidus leucines qui empêche ERK de
s’accumuler au noyau (Adachi et al., 1999; Fukuda et al., 1996; Lenormand et al., 1998).
Cette séquestration est néanmoins relevée lorsque MEK, phosphoiylée par RAF, devient
activée. MEK induit alors la phosphorylation du motif TEY de ERK. Cette
phosphorylation entraîne la dissociation du complexe MEKIERK et la translocation
subséquente de ERK au noyau (Adachi et al., 1999; Fukuda et al., 1997; Lenormand et al.,
1998). Ce mécanisme de rétention cytoplasmique semble être conservé chez S. cerevisiae.
En effet, la tyrosine phosphatase cytoplasmique Ptp3 séquestre Hogi (homologue de p38)
dans le cytoplasme et ce, indépendamment de son activité phosphatase (Mattison and Ota,
2000). Chez les mammifères, la surexpression d’une forme catalytiquement inactive de
MKP-3 contraint également ERK à demeurer dans le cytoplasme sans toutefois perturber la
phosphorylation des cibles cytosoliques de ERK. Cette séquestration de ERK dépend
cependant de la séquence NES de MKP-3 et de son domaine de liaison à ERK (Bmnet et
al., 1999; Karlsson et al., 2004).
ERK semble transloquer au noyau par différents mécanismes (Torii et al., 2004).
Le premier consiste simplement en une diffusion passive des monomères à travers les pores
nucléaires (« Nuclear pore complex » ou NPC) (Adachi et al., 1999). Le second fait appel à
un mécanisme de transport actif qui fait intervenir différents facteurs solubles, dont la petite
GTPase Ran et les membres de la famille des importines (Adachi et al., 1999). Chez la
drosophile, la délétion ou la mutation des importines Œ et f3 réduit significativement la
relocalisation de ERK activée au noyau (Lorenzen et al., 2001). ERK ne possède pourtant
aucune séquence de localisation nucléaire classique (NLS) qui favoriserait ce transport
actif. Il a été proposé que l’homodimérisation de ERK, suivant sa phosphorylation, génère
une surface d’interaction nécessaire à la liaison d’une protéine possédant une séquence
NLS (Cobb and Goldsmith, 2000; Khokhlatchev et al., 1998). Cette homodimérisation
préviendrait aussi la séquestration cytoplasmique de ERK phosphorylée, puisque certains
résidus normalement impliqués dans son association à MEK, sont également requis pour sa
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dimérisation (Wilsbacher et al., 1999). Le troisième mécanisme permettant à ERK
d’accéder au noyau se fait également par l’intermédiaire d’un transport actif. Cependant,
cette translocation n’a besoin d’aucun facteur cytosolique puisque ERX aurait la capacité
d’interagir directement avec le NPC (Matsubayashi et al., 2001).
Contrairement à une activation transitoire, l’activation soutenue de la voie de
signalisation permet à ERK de s’accumuler au noyau suivant sa phosphoiylation
(Pouyssegur et al., 2002). Sa rétention au noyau nécessite cependant la synthèse d’ancres
nucléaires (Lenormand et al., 1998). Chez S. cerevisiae, la séquestration de Hogl au noyau
serait assurée par une tyrosine phosphatase nommée Ptp2 qui induit son inactivation
(Mattison and Ota, 2000; Mattison et al., 1999). Or chez les mammifères, certaines
phosphatases à double spécificité (MKP1 et MKP2), responsables de l’inactivation de ERX
au noyau, sont néosynthétisées suivant l’activation de la voie par des facteurs mitogéniques.
Ces phosphatases peuvent, par l’intermédiaire de leur site de liaison, interagir
spécifiquement avec ERK et la déphosphoryler (Volmat et al., 2001). Fait à noter, ERK
phosphoryle ces MKPs, leur permettant ainsi d’être stabilisées en réduisant la vitesse de
leur dégradation par le protéasome, sans pour autant modifier la capacité de ces
phosphatases à déphosphoryler ERK (Brondello et al., 1999). Ces phosphatases pourraient
donc assurer la séquestration de ERX au noyau et ainsi prévenir la suractivation inadéquate
de la voie (Pouyssegur et al., 2002).
Suivant son inactivation, ERX nucléaire doit retourner dans le cytoplasme pour être
en mesure d’intégrer à nouveau un éventuel signal. Sa translocation dépend toutefois d’un
mécanisme d’exportation actif (Adachi et al., 2000). Or ERK ne semble posséder aucune
séquence NES caractéristique (Pouyssegur et al., 2002). Son exportation serait plutôt
médiée par MEK, qui en comporte une opérante dans sa portion NT (Adachi et al., 1999;
Adachi et al., 2000; Fukuda et al., 1996). MEK serait donc un régulateur par excellence de
la localisation subcellulaire de ERK. En absence d’un signal, MEK prévient la
translocation nucléaire de ERK. Suite à l’inactivation de la voie de signalisation, ERK
déphosphorylée interagit avec MEK dans le noyau pour ensuite initier son exportation et
ainsi restaurer le pool activable de ERK dans le cytoplasme (Adachi et al., 2000). Il est à
noter que la phosphatase MKP-3, qui possède également une séquence NES, pourrait
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réguler la localisation de ERK. Fait intéressant, MKP-3 interagit avec ERK indépen
damment de son état de phosphorylation, contrairement à MEK qui ne lie que la forme non
phosphorylée de ERX. MKP-3 pourrait donc interagir avec ERX activée, induire sa
déphosphorylation pour ensuite initier sa translocation cytoplasmique (Brunet et al., 1999;
Camps et al., 1998; Karlsson et al., 2004).
1.4.4.2. Réponses biologiques induites par ERKs
ERK1 et ERK2 ont la capacité de phosphoryler une quantité impressionnante de
substrats protéiques, lesquels sont localisés à différents endroits dans la cellule dans le but
d’assurer une réponse biologique appropriée. Elles peuvent, suite à leur transiocation au
noyau, moduler efficacement l’expression génique en phosphorylant directement différents
facteurs de transcription (Whitmarsh and Davis, 1996). Les ERKs peuvent également
demeurer dans le cytoplasme et phosphoryler plusieurs protéines membranaires et
cytoplasmiques (Chen et al., 2001; Cottin et al., 1999; Pearson et al., 2001). Dans certains
cas, cette phosphoiylation induite par ERK peut moduler négativement l’activité des
molécules positionnées en amont, permettant ainsi d’exercer une rétroinhibition. Par
exemple, le récepteur EGF, SOS, C-RAf et MEK peuvent être inactivés par ERK
(Widmann et al., 1999). Cette capacité à phosphoryler différents substrats permet à ERK
de réguler divers processus biologiques importants nécessaires au maintien de
l’homéostasie cellulaire. La section qui suit aborde brièvement l’implication de ERX dans
l’induction de trois de ces processus, soit la prolifération, la différenciation et la survie
cellulaire.
La prolifération cellulaire peut, entre autres, être induite suivant l’activation des
récepteurs à facteurs de croissance. Cette activation corrèle d’une part avec l’expression de
la cycline Dl et d’autre part avec l’inhibition de l’expression de 21CIP1 et 27KIP1
favorisant ainsi la progression du cycle cellulaire. Or plusieurs analyses ont initialement
démontré l’impact de la signalisation ERK dans la régulation du cycle cellulaire. Ces
études ont montré que l’expression d’une forme dominante négative de ERK avait la
capacité d’inhiber la prolifération, au même titre qu’un ARN double brin spécifiquement
dirigé contre ERK (Sebolt-Leopold and Herrera, 2004). En fait, il semble que ERK ait la
52
capacité de contrôler positivement l’expression de la cycline Dl suivant la stimulation des
récepteurs à facteurs de croissance, confirmant par conséquent l’importance fonctionnelle
de la voie de signalisation Ras/ERK dans la régulation de la prolifération cellulaire (Lavoie
et al., 1996).
La voie de signalisation Ras/ERK est également impliquée dans la différenciation
de plusieurs types cellulaires dont les cellules PC12. L’activation du récepteur TrkA par
son ligand NGF est essentielle à ce processus. Cette stimulation assure l’induction de la
petite GTPase Rapi qui favorise à son tour l’activation de l’isoforme B-RAF (Vossler et
al., 1997; Wixler et al., 1996; York et al., 1998).
Plusieurs évidences suggèrent également l’implication de la voie Ras/ERK dans la
survie cellulaire (Ballif and Blenis, 2001). L’une de ces évidences correspond au fait que
l’activation de ERK soit nécessaire pour empêcher les cellules PC12 d’entrer en apoptose
après avoir retiré du milieu le NGF (Xia et al., 1995). Le fait que la fonction
antiapoptotique de RAF soit réprimée suivant l’ajout d’un inhibiteur de MEK constitue une
seconde évidence (Chen et al., 2001). L’un des mécanismes moléculaire par lequel ERK
assure la survie cellulaire consiste à phosphoryler la sérine/thréonine kinase cytoplasmique
RSK (p90 ribosomal S6 kinase). RSK ainsi activée peut alors phosphoryler le facteur
proapoptotique BAD. Cette phosphorylation est nécessaire à l’inactivation de BAD
puisqu’elle assure la liaison de 14-3-3, ce qui par conséquent induit la séquestration de
BAD dans le cytosol. BAD n’est donc plus en mesure d’interférer avec les membres de la
famille Bd-2 (Bonni et al., 1999; Scheid et al., 1999; Shimamura et al., 2000). Il est à
noter que RSK activée transloque également au noyau dans te but d’induire l’expression de
certains facteurs de survie, tels que Bd-2 et Bcl-XL, suivant la phosphorylation du facteur
de transcription CREB (Bonni et al., 1999; Finkbeiner, 2000). Chez la mouche, il semble
que ERX puisse directement inactiver par phosphorylation la protéine Hid (head involution
defective) qui constitue l’une des composante de la machinerie proapoptotique (Bergmann
et al., 1998).
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1.4.4.3. Spécificité dans l’activation de la voie ERK
Il semble que la durée d’activation de la signalisation ERK, et ce en fonction du
type cellulaire, soit déterminante dans la spécification de la voie vers laquelle la cellule doit
s’engager (Tan and Kim, 1999). Dans les fibroblastes par exemple, la protéine Fos est un
capteur sensible à la durée d’activation de ERK. Lorsque l’activation est transitoire, Fos
n’a pas le temps de s’accumuler, contrairement à une activation prolongée qui assure la
stabilisation de Fos suivant sa phosphoiylation par ERK. Fos ainsi phosphorylée peut alors
influencer positivement la progression du cycle cellulaire (Murphy et al., 2002). La
différenciation des cellules PC12 est un modèle d’étude qui a permis de démontrer
l’importance des niveaux d’activation de la voie ERK dans la spécification d’un processus
cellulaire particulier. Les récepteurs NGF et EGF ont tous deux la capacité d’induire
l’activation de la voie de signalisation ERK. Contrairement au récepteur EGF qui induit la
prolifération cellulaire résultant d’une activation transitoire de la voie, le récepteur NGF
permet d’initier le processus de différenciation neuronale grâce à une activation soutenue.
La surexpression d’une forme constitutivement activée du récepteur EGF peut par contre
induire la différenciation des PC 12, démontrant ainsi l’impact de l’intensité d’activation de
la voie ERK dans la spécification du destin de la cellule (Traverse et al., 1994; Wixler et
al., 1996). Cette activation différentielle de la voie est spécifiquement médiée par la
régulation des isoformes C-RAF et B-RAF (Houslay and Kolch, 2000; Pouyssegur et al.,
2002). En effet, la stimulation du récepteur EGF induit transitoirement l’activation de la
petite GTPase Ras, laquelle permet à son tour d’activer l’isoforme C-RAF. La stimulation
du récepteur NGF entraîne une activation prolongée de la voie grâce à l’induction de la
petite GTPase Rap qui médie ses effets par l’intermédiaire de l’isoformne B-RAF (Marshall,
1995; Vossler et al., 1997; York et al., 199$). Contrairement à Ras, l’activité de Rapl est
insensible au mécanisme de rétroinhibition exercé par ERK, prolongeant par conséquent
l’activation de la voie de signalisation induite par le récepteur NGF dans le but d’initier la
différenciation neuronale (Stork, 2005). La localisation subcellulaire de Ras activée semble
également avoir un impact sur l’intensité d’activation de la voie ERK. En effet, l’activation
de Ras à la membrane plasmique par l’EGF n’entrafne qu’une activation transitoire de
ERK, contrairement à Ras localisée dans les endomembranes (voir section 1.4.2.2.3, page
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22). De façon générale, la spécificité d’activation de la voie de signalisation ERK peut
dépendre des récepteurs activés à la surface, des différentes isoformes participant au
processus d’activation, leur localisation subcellulaire et bien sûr le contexte cellulaire. Il
est certain que l’état d’activation des autres voies de signalisation peut également influencer
la réponse induite suivant une stimulation donnée (Xia et al., 1995).
1.5. Les protéines d’échafaudage
L’orchestration adéquate des différentes molécules effectrices qui signalisent en
direction du noyau est essentielle à l’induction d’une réponse biologique appropriée. Les
cellules ont élaboré différentes stratégies (exemple: la localisation subcellulaire et
l’activation différentielle des isoformes) qui leur permettent de réguler efficacement la
transmission de nombreux signaux malgré l’utilisation d’un répertoire d’enzymes
communes (Smith and Scott, 2002). Les protéines d’échafaudage constituent l’une de ces
stratégies. Par définition, une protéine d’échafaudage facilite la transduction de signaux en
favorisant l’assemblage de complexes multiprotéiques permettant de confiner simulta
nément à un endroit donné plusieurs composantes d’une voie de signalisation. Cette
organisation architecturale assure également la spécificité dans la transmission de signaux,
d’autant plus que certaines kinases peuvent être partagées par différentes voies de
signalisation. Ainsi, les protéines d’échafaudage servent à la fois de plate-forme et
d’isolateur moléculaire dans le but d’assurer l’induction d’une réponse biologique
spécifique (Elion, 2001; Tsunoda et al., 1997; Vondriska et al., 2004).
L’analyse des protéines d’échafaudage n’a pas toujours été simple. Au départ ces
molécules étaient généralement isolées comme régulateurs négatifs, puisqu’en surex
pression elles inhibaient systématiquement l’activation des voies de signalisation (Burack
and Shaw, 2000; Cacace et al., 1999; Dickens et al., 1997; Yasuda et al., 1999). Des études
approfondies ont cependant permis de constater que la concentration utilisée avait un
sérieux impact. Les chercheurs ont remarqué qu’à forte concentration, la protéine
d’échafaudage réduit la signalisation en titrant les molécules cibles indépendamment les
unes des autres, contrairement à une concentration où la stoechiométrie normale est
respectée. À l’inverse, une faible concentration n’est pas plus avantageuse puisque
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l’assemblage simultané des composantes est perturbé, ce qui se traduit également par une
signalisation réduite. Ce phénomène s’est d’ailleurs valu le nom d’inhibition combinatoire
ou effet biphasique (Ferreil, 2000).
Le concept des protéines d’échafaudage a initialement émergé des analyses réalisées
chez S. cerevisiae. Cette levure comporte six voies de signalisation de type MAPK
distinctes dont quatre qui partagent le même répertoire d’enzymes (Elion, 2001). Pourtant,
ces voies de signalisation peuvent, suivant leur stimulation, activer spécifiquement les
bonnes enzymes dans le but d’induire une réponse physiologique précise adaptée au signal
initialement perçu en surface. Cette spécification est attribuable à différentes protéines
d’échafaudage capables de confiner adéquatement les composantes nécessaires en modules
d’activation (Yoshioka, 2004). La protéine d’échafaudage Ste5 est le premier archétype à
avoir été caractérisé. Elle facilite la transmission d’un signal en favorisant le
rapprochement de la MAP3K Steil, la MAP2K Ste7 et la MAPK Fus3, dans le but
d’assurer la reproduction de la levure en réponse aux phéromones (Figure 1 .7A) (Feneil
and Cimprich, 2003; Park et al., 2003). La protéine kinase Pbs2 agit également comme une
protéine d’échafaudage au sein de la voie de signalisation HOG (High-osmolarity glycerol)
puisqu’elle permet le recrutement simultané de Stell et de la MAPK Hogl (Figure 1.7B).
Cette double capacité de liaison de Stell doit être adéquatement régulée pour spécifier
avec efficacité la voie vers laquelle la levure doit s’engager et ce, en fonction de la
stimulation extracellulaire. Il semble que cette spécification soit directement modulée par
Ste5 et Pbs2, lesquels agiraient comme isolateurs moléculaires capables de confiner
adéquatement Stel 1 pour éviter une réponse biologique inadéquate. En effet, l’expression
d’une forme constitutivement activée de Stel 1 préalablement fusionnée à Ste5 favorise
l’activation de Fus3, contrairement à la fusion Pbs2-Stell. Sans ces fusions, Steli active
autant Hogl que Fus3. Ces données démontrent donc l’impact de ces protéines
d’échafaudage à canaliser efficacement la signalisation vers la bonne MAPK dans le but de
répondre adéquatement (Harris et al., 2001).
La caractérisation de $te5 a également permis de mettre en évidence la possibilité





Figure 1.7 Représentation schématique des protéines d’échafaudage et des différentes





transmission de signaux en régulant par modification allostérique l’activité d’une kinase
associée (Vondriska et al., 2004). En effet, il semblerait que Ste5 puisse moduler l’activité
de la MAP3K Stel 1 en favorisant l’exposition de sa région d’autorégulation négative NT
de façon à ce qu’elle puisse être efficacement phosphorylée par Ste2O. Cette
phosphorylation permettrait d’enrayer l’effet répresseur exercé sur le domaine catalytique
de Ste 11. SteS pourrait également maintenir la conformation ouverte et active de Ste 11
découlant de cette phosphoiylation (Bardwell, 2004). Fait à noter, la protéine adaptatrice
Ste5O semble également contribuer à l’ouverture de la conformation de Stel 1 en perturbant
son autorégulation négative. En effet, l’association de Ste5O au domaine SAM de Stell
semble réduire l’affinité de liaison entre la région régulatrice NT de Stell et son domaine
kinase (Wu et al., 1999). Ainsi, Ste5 aurait plusieurs rôles à jouer au sein de la cascade de
signalisation. Le premier serait de recruter Stel 1 à proximité de son activateur Ste2O au
niveau de la membrane. Le second serait d’inhiber de concert avec SteSO l’effet
d’autorépression exercé par la région NT de Stel 1 et/ou de maintenir la conformation
active de Stel 1 suivant sa phosphorylation par Ste2O. Le troisième rôle serait de faciliter la
transmission du signal en favorisant le rapprochement de Ste7 et Fus3. Fait à noter, ce
rapprochement serait le résultat d’une association entre les portions NT et CT de SteS.
Cette association aurait lieu uniquement suivant la liaison du complexe G13’y (Ste4/Ste 18)
au motif RING-H2 de Ste5, favorisant par conséquent l’induction d’un changement
conformationnel qui permettrait de réorienter adéquatement chacune des composantes du
module MAPK et ainsi assurer la phosphorylation séquentielle en réponse aux phéromones
(Sette et al., 2000). Ste5 serait donc une protéine d’échafaudage activement impliquée
dans la régulation de la transmission de signaux. Or il semble que ce phénomène ne soit
pas unique. En effet, la protéine d’échafaudage TAB1 (Transforming growth factor-13-
activated protein kinase 1 ([TAK1]-binding protein) impliquée dans la signalisation p38Œ
aurait également le rôle d’un régulateur allostérique puisqu’elle semble avoir la capacité
d’induire l’autophosphorylation de p38a potentiellement par l’intermédiaire d’un
changement conformationnel et ce, indépendamment de MKK3 ou de MKK6 (Ge et al.,
2002). TAB 1 aurait également la capacité d’induire l’activation de la MAP3K TAK1
($akurai et al., 2000).
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La caractérisation des protéines d’échafaudage a permis de mieux comprendre
comment la spécificité dans la transmission d’un signal pouvait être assurée malgré
l’utilisation d’un répertoire d’enzymes souvent communes aux différentes cascades de
signalisation. Cette caractérisation a néanmoins suscité de nouvelles questions puisque les
protéines d’échafaudage semblent révoquer certains principes de base inhérents aux voies
de signalisation (Burack and Shaw, 2000; Vondriska et al., 2004). L’un de ces principes
concerne le phénomène d’amplification du signal à travers les différentes composantes de
la voie. Par définition, l’amplification d’un signal est basée sur le principe suivant : la
molécule A active quelques molécules B, lesquelles vont à leur tour activer plusieurs
molécules C dans le but d’intensifier le signal initialement perçu en surface. D’un point de
vue conceptuel, les protéines d’échafaudage intuitivement réduisent l’amplification du
signal puisqu’elles rapprochent simultanément les différentes composantes qui
transmettront ce signal. Si on assume que la stoechiométrie d’association est de 1:1 entre la
protéine d’échafaudage et chacune de ses protéines cibles, alors le potentiel
d’intensification est fortement réduit. D’ailleurs le seul exemple qui infirme le pouvoir
d’amplification des protéines d’échafaudage vient de l’analyse de la phototransduction chez
la drosophile par l’intermédiaire d’InaD (Figure 1.7C) (Burack and Shaw, 2000; Tsunoda
and Zuker, 1999). Aucune donnée n’est actuellement disponible pour expliquer comment
par exemple l’amplification de l’activation de ERK dans différents systèmes biologiques
s’opère. La caractérisation des différentes propriétés biochimiques des protéines
d’échafaudage fournira certainement de nouveaux indices qui permettront éventuellement
d’éclaircir la transmission de signaux.
1.5.1. Protéines d’échafaudage de la voie ERK
La signalisation ERK transmet de nombreux signaux qui se traduisent par
différentes réponses biologiques. L’orchestration adéquate des diverses composantes de la
voie doit donc être spécifiquement modulée. Les protéines d’échafaudage semblent réguler
la spécificité de la signalisation en coordonnant l’assemblage simultané des molécules
effectrices à un endroit donné (Catling et al., 2001; Garrington and Johnson, 1999; Kolch,
2000; Vomastek et al., 2004). La signalisation ERK comporte plusieurs protéines
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d’échafaudage qui semblent moduler chacune des étapes de la transmission du signal en
direction du noyau. Voici sept protéines d’échafaudage qui modulent la signalisation ERK.
1.5.1.1. Sur-8
Initialement identifiée chez C. elegans, Sur-8 est un régulateur positif de la voie de
signalisation Ras/ERK (Selfors et al., 1998; Sieburth et al., 1998). Elle contient 18
répétitions riches en leucines (« leucine-rich repeats » ou LRR) nécessaires pour favoriser
des interactions protéine-protéine (Kobe and Kajava, 2001). Li et al. ont d’ailleurs
démontré l’importance du LRR chez son homologue humain dans la formation d’un
complexe ternaire Ras/hSur-8/C-RAF. Ils ont remarqué la capacité de hSur-8 à interagir
spécifiquement non seulement avec le domaine effecteur de Ras, mais également avec la
portion CT de C-RAF (Li et al., 2000; Sieburth et al., 1998). La surexpression de hSur-8
augmente significativement l’activation de ERK induite par une forme activée de Ras, mais
est sans effet lorsqu’une forme oncogénique de RAF est coexprimée. Ce résultat est
consistant avec les doimées obtenues en génétique qui suggèrent que la fonction de Sur-8 se
situe en amont de RAF, mais en aval ou en parallèle de Ras (Li et al., 2000). La fonction
de Sur-8 serait donc d’augmenter la signalisation Ras/ERK en favorisant l’association
Ras/C-RAf (Morrison and Davis, 2003).
1.5.1.2. MP1
MP1 (MEK-patner 1) a initialement été isolée chez la levure grâce à l’utilisation
d’un système à double hybride où MEK1 servait d’appât (Schaeffer et al., 1998). Cette
protéine a la capacité d’interagir sélectivement avec MEK1 et ERK1. La région
polyproline, localisée au sein du domaine kinase de MEK1, assure l’association de MP1
(Schaeffer et al., 1998; Sharma et al., 2005). Cette association ne dépend toutefois pas de
l’état d’activation de MEK1 (Schaeffer et al., 1998). La cartographie du site de liaison de
ERK1 sur MP1 n’a pas encore été définie (Sharma et al., 2005). MP1 agit positivement
dans la signalisation Ras/ERK. Sa surexpression accentue significativement l’association
MEK1/ERK1, se traduisant ainsi d’une part par une augmentation de la phosphorylation de
ERK et d’autre part par une stimulation accrue de l’activité transcriptionnelle de Elkl.
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L’activation de MEKY par B-RAF est également augmentée en présence de MP1, quoique
aucune association directe entre RAF et MP1 n’ait été détectée. MP1 agirait en tant que
protéine d’échafaudage dédiée à la formation d’un complexe MEK1/ERK1 dans le but de
spécifier leur activation. D’ailleurs, l’élimination de MP1 par RNAi décroît significa
tivement leur phosphorylation respective suivant l’induction du récepteur EGF (Teis et al.,
2002).
MP1 est associée aux endosornes (Teis et al., 2002). Cette compartimentalisation
résulte d’une interaction avec une protéine membranaire adaptatrice, appelée p14, qui est
spécifiquement attachée à la surface externe des endosomes (Wunderlich et al., 2001).
Cette localisation subcellulaire semble être requise au processus d’activation de ERK,
puisque l’élimination de p14 par RNAi entraîne inévitablement la relocalisation de MP1
dans le cytoplasme, accompagnée d’une réduction de l’activation de MEK et de ERK (Teis
et al., 2002). La localisation endosomale du module MP1/MEK1/ERK1 est donc requise.
Est-ce que cette activation permet d’induire une réponse biologique particulière? La
génération de souris K.-O pour mpl et p14 pourrait répondre à cette question.
1.5.1.3. MORG1
MORG1 a initialement été isolée chez la levure en utilisant MP1 comme appât.
Cette protéine est principalement composée de sept domaines WD-40 susceptibles de
médier des interactions protéine-protéine. Outre son association à MP1, MORG1 a la
capacité d’interagir spécifiquement avec différentes composantes de la voie Ras/ERK, soit
ERK1/2, MEK1/2, C-RAF et B-RAF. Contrairement à MP1, son association à MEK1 ne
dépend pas de la région polyproline, suggérant ainsi que l’association MORG1/MEK1 est
indépendante de la liaison de MP1. MORG1 semble stabiliser la formation d’un complexe
multiprotéique qui faciliterait l’activation de ERK suivant une stimulation donnée. Cette
augmentation d’activation n’a lieu que lorsque les cellules ont préalablement été stimulées
par le LPA, le PMA ou le sérum. MORG1 est incapable d’accentuer l’activation de ERK
en réponse à l’EGF, proposant ainsi son implication dans la régulation agoniste-spécifique
de la signalisation Ras/ERK. L’utilisation d’un ARN double brin spécifiquement dirigé
contre MORGY a d’ailleurs confirmé ces résultats. MORG1 pourrait donc spécifier
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l’assemblage des différentes composantes nécessaires à l’obtention d’une réponse biolo
gique particulière et ce, en fonction de la stimulation extracellulaire appropriée (Vomastek
et al., 2004).
1.5.1.4. MEKK1
MEKK1 régule principalement l’activation de la voie JNKJSAPK en induisant la
phosphorylation de MKK4 qui une fois activée, peut à son tour induire par phosphorylation
l’activation de JNK (Yan et al., 1994). Or plusieurs évidences semblent également
démontrer l’implication de MEKK1 dans la régulation de la voie de signalisation ERK
(Morrison and Davis, 2003). En effet, plusieurs ont rapporté la capacité de MEKK1
surexprimée à promouvoir l’activation de ERKY/2 (Gardner et al., 1994; Minden et al.,
1994; Xu et al., 1996; Yan and Templeton, 1994). Son implication réelle dans la régulation
de la signalisation ERK a été confirmée grâce à l’utilisation de cellules souches
embryonnaires K.-O pour mekkl (Yujiri et al., 1998). Ces cellules voient leur activité ERK
significativement réduite suivant l’activation de la voie par différents stimuli, contrairement
aux cellules de type sauvage. Son rôle serait d’échafauder les différentes composantes du
module ERK, puisque MEKK1 a la capacité d’interagir spécifiquement avec les formes
endogènes de C-RAF, de MEK1 et de ERK2 (Karandikar et al., 2000). Il a été proposé que
le rapprochement de ces trois composantes, par l’intermédiaire de leur association à
MEKK1, leur permet d’interagir efficacement les unes avec les autres et d’assurer la
transmission adéquate du signal.
1.5.1.5. Sef
Sef, originalement identifiée chez le poisson zèbre, a été décrite comme étant un
régulateur à rétroaction négative de la voie Ras/ERK induite par le récepteur FGF
(Furthauer et al., 2002; Kovalenko et al., 2003; Tsang and Dawid, 2004; Tsang et al.,
2002). Cependant, une étude réalisée par Torii et collaborateurs propose que Sef soit une
protéine d’échafaudage qui régule adéquatement, d’un point de vue spatial, la transmission
du signal induite soit par des facteurs de croissance, soit par des formes activées de Ras ou
de MEK (Torii et al., 2004). Sef a la capacité d’interagir avec le complexe MEK!ERK sans
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toutefois prévenir leur activation. Elle semble plutôt bloquer la dissociation de ERK de
façon à l’empêcher d’être transioquée au noyau. ERX ainsi séquestrée peut induire la
phosphoiylation de RSK2, une cible cytosolique. Le facteur de transcription nucléaire Elkl
n’est, quant à lui, plus phosphorylé par ERK à moins de lui avoir préalablement fusionné
une séquence NES. D’ailleurs, l’élimination de Sef par RNAi augmente l’activité
transcriptionnelle de Elkl induite par des facteurs de croissance, sans toutefois accroître la
phosphorylation de RSK2, démontrant ainsi l’implication de Sef dans la régulation
différentielle de la signalisation ERK grâce à son activité d’échafaudage (Philips, 2004;
Torii et al., 2004; bru et al., 2004).
1.5.1.6. CNK
CNK a initialement été identifiée à partir d’un crible génétique fait chez la mouche
(Therrien et al., 199$). Plusieurs homologues ont ensuite été rapportés, soit chez le rat
(MAGUIN) (Yao et al., 1999), l’humain (Lanigan et al., 2003), le nématode et le moustique
(Douziech et al., 2003). Elle contient de nombreux motifs susceptibles de médier des
interactions protéine-protéine dont les domaines SAM et PDZ, de même qu’une région
riche en prolines, suggérant ainsi la possibilité qu’elle puisse agir comme protéine
d’échafaudage. Tous les homologues de CNK contiennent de plus une séquence conservée,
appelée la région CRIC, qui semble être requise dans l’exercice de sa fonction (Figure 1.8)
(Therrien et al., 1998).
CNK est une composante positivement requise au sein de la voie Ras/ERK. Elle
serait essentielle en aval de plusieurs RTKs impliqués dans la prolifération, la
différenciation et la survie cellulaire (Therrien et al., 199$; Anselmo et al., 2002;
Burmeister et al., 2002). Une étude d’épistasie suggère que la fonction de CNK soit requise
en aval de Ras mais en amont ou en parallèle de RAF, laissant ainsi présager que CNK
puisse moduler l’activité de RAF. D’ailleurs la déplétion de CNK à l’aide de la technique
RNAi dans les cellules d’insectes (S2) prévient l’activation de RAF induite par le récepteur à
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Figure 1.8 Représentation schématique de la structure de CNK chez la drosophile.
100 aa
CAl CA2 CA3 CA4 CAS
873 aa
figure 1.9 Représentation schématique de la structure de KSR chez la souris.
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kinase de RAF au même titre que ses homologues chez le rat et l’humain, permettant ainsi
de proposer que CNK puisse agir comme protéine d’échafaudage au sein du processus
d’activation de RAF (Lanigan et al., 2003; Yao et al., 2000) (Therrien Cell 1992).
Il est à noter que certaines analyses biochimiques réalisées avec les homologues de
mammifères démontrent la capacité de CNK à interagir avec différentes molécules
effectrices des voies de signalisation Ral, Rho, JNK, PSD95/S-SCAM et RASSF1A,
permettant ainsi de suggérer la possibilité que CNK puisse également orchestrer
l’activation de voies de signalisation parallèles (lida et al., 2002; Jaffe et al., 2004; Jaffe et
al., 2005; Lanigan et al., 2003; Lopez-Ilasaca et al., 2005; Ohtakara et al., 2002; Rabizadeh
et al., 2004; Yao et al., 1999).
1.5.1.7. KSR
Trois cribles génétiques, réalisés simultanément chez la drosophile et le nématode,
ont conduit à l’identification de KSR (Komfeld et al., 1995; Sundaram and Han, 1995;
Therrien et al., 1995), un régulateur positif de la voie Ras/ERK qui semble jouer le rôle
d’une protéine d’échafaudage (Muller et al., 2001; Nguyen et al., 2002; Roy et al., 2002;
Stewart et al., 1999). Chez les mammifères deux isoformes ont été identifiées, soit KSR1
et KSR2 (Therrien et al., 1995; Channavajhala et al., 2003). La majorité des travaux ont
cependant été réalisés à l’aide de KSR1. Contrairement à la drosophile, C. elegans contient
également deux isoformes (KSR1 et KSR2) conjointement requises pour promouvoir
l’activation de la voie Ras!ERK (Ohmachi et al., 2002). Le double K.-O des gènes ksr-] et
ksr-2 chez le nématode affecte sévèrement la phosphorylation de ERK comparativement à
leur K.-O respectif (Ohmachi et al., 2002). Fait intéressant, la souris mksrT est viable
sans aucun défaut majeur au niveau du développement normal de l’animal. L’activation de
ERX dans les cellules MEFs înksrT est par contre perturbée suivant l’activation du
récepteur EGF, suggérant par conséquent l’importance fonctionnelle de mKSR1 dans la
signalisation Ras/ERK. D’ailleurs l’ablation du locus rnksrl chez la souris empêche Ras
oncogénique d’induire, par l’intermédiaire de la signalisation C-RAF/ERK, la formation de
tumeurs au niveau de la peau (Hamilton and Wolfman, 1998; Lozano et al., 2003).
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De façon générale, la structure de KSR est similaire à RAF (Morrison, 2001; Raabe
and Rapp, 2002). Elle contient cinq domaines conservés dont un domaine kinase qui
semble n’avoir aucune activité catalytique, quoique le groupe de Kolesnick ait publié le
contraire (Figure 1.9) (Michaud et al., 1997; Stewart et al., 1999; Therrien et al., 1995;
Zhang et al., 1997). Fait à noter, KSR de mammifère comporte une arginine dans le
sous-domaine II de son domaine kinase au lieu de la lysine invariable nécessaire à la
fixation et l’orientation adéquate des groupements phosphates de l’ATP. Cette distinction
permet ainsi de suggérer que KSR ne puisse procéder à une réaction de phosphotransfert.
D’ailleurs, il a été montré que des mutations dans KSR qui normalement abolissent
l’activité catalytique d’une kinase (la lysine invariable et la base catalytique) restaurent le
phénotype associé à une perte de fonction de KSR chez C. elegans, supportant par
conséquent l’implication de KSR au sein de la signalisation ERK indépendamment d’une
activité kinase intrinsèque (Stewart et al., 1999).
Différentes analyses d’immunoprécipitations ont démontré la capacité de mKSR1 à
interagir avec C-RAF, MEK1/2 et ERK1/2 (Denouel-Galy et al., 199$; Jacobs et al., 1999;
Therrien et al., 1996) (Yu et al., 199$). Contrairement à l’association KSR!MEK, la liaison
de ERK à KSR est induite suivant l’activation de Ras au même titre que son interaction à
C-RAF (Cacace et al., 1999; Muller et al., 2000; Therrien et al., 1996). HSP9O, H$P70,
HSP6$, CDC37, C-TAK1 et 14-3-3 ont tous également la capacité de lier mKSR1 (Bell et
al., 1999; Cacace et al., 1999; Muller et al., 2001; Stewart et al., 1999; Xing et al., 1997).
L’ensemble de ces interactions couplé au fait que KSR semble dépourvue d’activité
catalytique ont amené plusieurs groupes à suggérer que KSR puisse agir comme protéine
d’échafaudage de la voie Ras/ERK. Roy et al. ont d’ailleurs démontré biochimiquement en
utilisant les protéines de drosophile, la capacité de KSR à faciliter la phosphorylation de
MEK par RAF en favorisant leur rapprochement (Roy et al., 2002). Il est intéressant de
mentionner que 14-3-3 semble négativement réguler la fonction de KSR en liant deux
phosphosérines (S297 et S392) potentiellement phosphorylées par C-TAK1 (Cacace et al.,
1999; Muller et al., 2001). L’association de 14-3-3 semble stabiliser la conformation
inactive de KSR et empêche son domaine CA3 de contacter la membrane plasmique (Raabe
and Rapp, 2003). Cette séquestration cytoplasmique est cependant relevée suivant
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l’activation de la voie, permettant ainsi à KSR de transloquer à la membrane plasmique
pour ensuite favoriser l’activation de MEK par RAF (Roy and Therrien, 2002). PP2A
serait responsable de la déphosphorylation de la S392 et constitue une étape essentielle
menant vers la relocalisation membranaire du complexe KSR/MEK (Ory et al., 2003). Fait
à noter, C-RÀF est modulée de façon similaire par 14-3-3 (voir section 1.4.2.3.2.1, page
27). L’ensemble de ces résultats laisse donc présager que KSR pourrait potentiellement
moduler l’assemblage d’un complexe multiprotéique essentiel à l’activation de ERK.
En somme, il exite plusieurs protéines d’échafaudage qui semblent tous être
essentielles à la transmission de signaux au sein de la signalisation ERK. Ces protéines
pourraient jouer un rôle important dans la spécification d’un signal. Est-ce que chaque
module ERK associé à une protéine d’échafaudage donnée pourrait avoir des propriétés
particulières? Par exemple, ces complexes pourraient induire une réponse biologique
spécifique en canalisant le ou les substrats qui doivent être phosphorylés par ERX en
fonction de la stimulation initialement perçue en surface. Chaque protéine d’échafaudage
pourrait d’ailleurs répondre à certains stimuli de façon à augmenter la spécificité d’action
de la voie. La localisation subcellulaire du module ERK activé pourrait également
contribuer à induire une réponse biologique particulière (Harding et al., 2005). Déterminer
les mécanismes de régulation de chacune des protéines d’échafaudage de la voie ERX
permettrait vraisemblablement de comprendre comment le module ERK, impliqué dans
divers processus biologiques, arrive à répondre correctement aux signaux externes.
1.6. Régulateurs négatifs de la voie ERK
La voie de signalisation Ras/ERK doit être négativement régulée pour éviter la
suramplification inadéquate du signal en provenance des récepteurs. Plusieurs mécanismes
d’action semblent assurer cette modulation. Par exemple, la désensibilisation des
récepteurs suivant leur internalisation permet d’inactiver la signalisation. La
déphosphorylation des sites de régulation positifs associés aux différentes molécules
effectrices de la voie constitue un second moyen. La polyubiquitination, qui assure le
ciblage des protéines en direction du protéasome, permet, au même titre que la
phosphorylation rétroinhibitrice induite par ERK, d’inactiver la transduction de signaux.
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Les GAPs détiennent également ce pouvoir en favorisant l’hydrolyse du GTP lié à Ras.
Outre ces mécanismes, plusieurs protéines nouvellement identifiées semblent avoir la
propriété d’interférer avec la signalisation Ras/ERK. Quatre exemples sont brièvement
présentés ci-dessous.
1.6.1. IMP
LMP a initialement été isolée chez la levure au moyen d’un crible à double hybride
utilisant Ras activée comme appât. Elle est conservée chez tous les eucaryotes examinés à
ce jour, lesquels ne possèdent qu’un seul orthologue (Oiy and Morrison, 2004). Sa
structure primaire est caractérisée par un motif RING-H2 susceptible de faciliter
l’ubiquitination des protéines par l’intermédiaire de son activité E3 ubiquitine ligase. II
semblerait selon certaines analyses biochimiques que IMP soit sa propre cible in vivo
suivant la stimulation de la cellule soit par un agent mitogène, soit par la simple
surexpression de Ras activée (Matheny et al., 2004).
Le mécanisme d’action de IMP au sein de la signalisation ERK serait de prévenir
l’association C-RAF/MEK en séquestrant KSR dans une fraction cellulaire
Triton-insoluble. Cette séquestration serait cependant relevée suivant l’activation de Ras,
puisque l’association Ras-GTP/IMP semble induire son activité E3 ligase, entraînant par
conséquent son autoubiquitination. KSR ainsi libérée peut transloquer à la membrane
plasmique, s’associer à C-RAF pour ensuite favoriser l’activation de ERK.
L’ubiquitination de IMP constitue une étape essentielle au processus d’activation de la
voie, puisque la mutagenèse de son motif RING-H2 lui permet de devenir un
superinhibiteur maintenant insensible à Ras-GTP (Ory and Morrison, 2004).
1.6.2. RKIP
RKIP a également été isolée chez la levure en utilisant comme appât le domaine
kinase de C-RAF (Yeung et al., 1999). Les chercheurs croyaient au départ que RKIP était
une nouvelle protéine d’échafaudage puisqu’elle avait également la capacité d’interagir
avec MEK et ERX. Cependant, la définition de ses propriétés biochimiques a permis
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d’établir que RKIP était plutôt un régulateur négatif de la voie (Kolch, 2000; Trakul and
Rosner, 2005). En effet, RKJP a la capacité d’empêcher spécifiquement l’activation de la
voie en s’associant avec RAF et MEK de façon mutuellement exclusive, prévenant ainsi la
formation d’un complexe RAf/MEK (Keller et al., 2004; Yeung et al., 2000; Yeung et al.,
1999). Contrairement à l’association RKIP/MEK, la liaison de RKIP à C-RAF est régulée
par des facteurs de croissance (Yeung et al., 2000; Yeung et al., 1999). Corbitt et al. ont
démontré la capacité de la PKC à phosphoiyler la S153 de RIUP. Cette phosphorylation
favorise la dissociation du complexe RJUP/C-RAF. D’ailleurs, la surexpression de la PKC
permet de relever l’effet inhibiteur exercé par RIUP sur l’activation de la voie de
signalisation Ras/ERK (Corbit et al., 2003). ERK semble également avoir la capacité de
phosphoryler RKJP pour forcer la dissociation du complexe RKIP/RAF (Kolch et al.,
2005).
1.6.3. Sprouty
Sprouty a initialement été identifiée chez la drosophile comme régulateur négatif de
la voie de signalisation induite par le FGF (Hacohen et al., 1998). Quatre gènes
homologues ont ensuite été identifiés chez les mammifères (de Maximy et al., 1999; Dikic
and Giordano, 2003). Sprouty possède dans sa portion NT un résidu tyrosine invariable qui
devient phosphorylé en réponse aux facteurs de croissance. Cette phosphotyrosine sert à
ancrer différentes molécules caractérisées par un domaine SH2. Spry2 par exemple, peut
lier Grb2 dans le but de prévenir son recrutement à la membrane plasmique par FRS2, ce
qui par conséquent inactive la signalisation induite par le FGF (Hanafusa et al., 2002).
La région cystéine riche de Spry, localisée en CT, semble également impliquée dans
la régulation négative de la voie Ras/ERK induite par le récepteur FGF (Hanafusa et al.,
2002; Tsang and Dawid, 2004) (Lim et al., 2002). Ce domaine contient un motif
d’interaction conservé capable de lier le domaine kinase de C-RAf. Spry4 par exemple, lie
C-RAf dans le but d’inhiber son activité induite par la PKOE suivant la stimulation du
récepteur VEGF (« vascular epithelial growth factor ») (VEGFR), sans toutefois perturber
son activation induite par Ras en réponse à l’EGF. La signalisation VEGFR est médiée,
non pas par Grb2/SOS/Ras, mais plutôt par PLCy1/PKOE (Figure 1.3) (Sasaki et al., 2003).
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Il est intéressant de mentionner que hSpry2 et 4 peuvent interagir avec B-RAF pour ensuite
inhiber l’activation de ERK dans des mélanocytes (Tsavachidou et al., 2004). L’ensemble
de ces résultats permet de suggérer que les différents mécanismes d’action utilisés par Spry
pour réguler la signalisation ERK semblent dépendre des molécules avec lesquelles elle
interagit (Kim and Bar-Sagi, 2004; Li et al., 2003).
1.6.4. Spred
Spred est un régulateur négatif de la signalisation RasIERK et s’apparente à Sprouty
(Kim and Bar-Sagi, 2004). Son mécanisme d’action semble cibler l’activation même de
RAF sans toutefois perturber sa translocation à la membrane plasmique suivant l’activation
de la voie. La surexpression de Spred prévient la phosphorylation de la S338 de C-RAf
normalement induite suivant une stimulation à l’EGF. Cette inhibition n’est cependant pas
le résultat d’une inactivation de Ras. Elle serait plutôt causée par la séquestration de RAF à
la membrane plasmique. En effet, l’interaction Ras-GTP/RAF est intensifiée en présence
de Spred, laquelle est constitutivement associée à Ras indépendamment de l’état
d’activation de la cellule. Il est ainsi possible d’émettre l’hypothèse que Ras, par
l’intermédiaire de sa liaison à Spred, empêche RAF d’être adéquatement distribuée à
proximité de ses activateurs en la séquestrant et par conséquent en avortant son processus
d’activation (Wakioka et al., 2001). Spred est donc un régulateur négatif additionnel qui
assure la modulation adéquate de l’activation de la voie Ras/ERK.
En somme, plusieurs régulateurs négatifs peuvent contrôler efficacement le flot de
signalisation de la voie ERK. Or il est intéressant de mentionner que l’utilisation des
protéines d’échafaudage n’est peut-être pas le seul moyen pennettant à la signalisation
ERK de spécifier correctement une réponse biologique particulière. L’utilisation des
différents régulateurs négatifs de la voie de signalisation ERK pourrait également
contribuer. À titre d’exemple, Spry 4 permet d’inactiver spécifiquement C-RAF induite par
la PKCô sans toutefois perturber l’activation de C-RAF médiée par Ras (section 1.6.3, page
68). La protéine GAP CAPRI peut réguler négativement l’activité de K-Ras associée à la
membrane plasmique, alors que l’activation de H-RAS localisée au niveau des
endomembranes n’est pas perturbée (Bivona et al., 2003; Walker et al., 2003) (voir section
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1.4.2.2.3, page 22). Ainsi, il est possible de proposer que ces différents régulateurs négatifs
de la voie ERK puisse réguler la transmission d’un signal de différentes façons (intensité,
localisation, contexte cellulaire, etc) et contribuer à induire une réponse biologique
appropriée.
1.7. Modèles animaux pour étudier la signalisation ERK
La caractérisation fonctionnelle des gènes associés à différentes maladies humaines
est facilitée par l’utilisation d’organismes modèles tels la mouche à fruit et le nématode
(Hariharan and Haber, 2003). En effet, plusieurs processus biologiques fondamentaux
régissant la cellule ont été conservés au cours de l’évolution des métazoaires, validant par
conséquent la pertinence d’utiliser ces organismes comme modèles d’étude. Fait
intéressant, 77 % des gènes causant des maladies humaines (cancers, maladies
neurologiques, malformations, désordres du métabolisme) ont un homologue chez la
mouche contre 65 % chez le nématode (Baumeister and Ge, 2002; Bemards and Hariharan,
2001; O’Kane, 2003). La voie de signalisation Ras/ERK est particulièrement bien
conservée chez ces invertébrés (Baumeister and Ge, 2002). D’ailleurs plusieurs cribles
génétiques ont été réalisés autant chez la drosophile que chez C. etegans dans le but
d’identifier de nouvelles composantes pour ensuite tenter d’élucider les mécanismes
moléculaires contrôlant la transmission de signaux au sein de cette voie de signalisation.
1.7.1. Drosophila melanogaster
L’utilisation de l’oeil de la drosophile comme modèle d’étude s’est avéré être un
outil puissant pour analyser les mécanismes de la transduction de signaux émis par les
RTKs (Rebay, 2002). La différenciation des photorécepteurs de l’oeil requiert l’activation
de la voie de signalisation Ras/ERK induite par les récepteurs EGF et Sevenless.
L’activation soutenue de la voie altère au même titre que son inhibition la différenciation
normale des photorécepteurs, entraînant par conséquent l’apparition d’un phénotype d’oeil
rugueux. Plusieurs cribles génétiques ont été élaborés dans le but d’identifier des mutations
qui modifient de façon dominante le phénotype d’oeil rugueux de départ. Les mutations
qui exacerbent cette rugosité correspondent à des « enhancers », contrairement aux
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suppresseurs qui l’inhibent (St Johnston, 2002). Cette technique à permis d’identifier
plusieurs composantes modulant l’activation de la signalisation Ras/ERX.
1.7.1.1. Développement de l’oeil
L’oeil d’une mouche adulte est composé d’environ 800 facettes identiques appelées
ommatidies, qui comportent chacune huit photorécepteurs (Ri à R$), quatre cellules
«cone », onze cellules pigmentaires et un poil mécanosensoriel (Mollereau and Domingos,
2005). La formation de ces ommatidies est initiée au cours du développement de la larve,
chaque cellule étant progressivement recrutée pour former une ommatidie de plus en plus
mature. Au cours du troisième stade larvaire, le sillon morphogénétique, qui marque en fait
le passage de la vague de différenciation cellulaire, balaie progressivement la surface du
disque de l’oeil. Cette progression se fait de la partie postérieure vers la partie antérieure,
en laissant derrière elle des ommatidies en fonriation. Le photorécepteur R8 est le premier
à être recruté. Il s’ensuit un recrutement progressif des photorécepteurs R2 et R5 suivi par
R3 et R4. Les cellules non différenciées vont ensuite se diviser. Les photorécepteurs Ri et
R6 suivi par R7 seront subséquemment recrutés (Voas and Rebay, 2004).
1.7.2. Caenorhabditis elegans
Le développement de la vulve chez le nématode est un modèle d’étude intéressant
pour étudier la signalisation Ras/ERK induite par le récepteur EGF (Chang et al.,
CanMetRev. 1999). L’expression de mutants affectant, soit positivement, soit
négativement le flot de signalisation altère le développement normal de la vulve. Une
forme constitutivement activée de Ras (let-60) par exemple entraîne l’apparition de
multiples vulves, contrairement à l’expression d’un mutant perte de fonction de RAF
(Lin-45) qui prévient son développement (Komfeld et al., Cell 1995; Sundaram et al., Ceil
1995). Plusieurs cribles génétiques ont été élaborés dans le but d’identifier des mutations
dans des gènes qui peuvent amplifier ou inhiber ces phénotypes de base (multiples vulves
ou absence de vulve). KSR-1, MEK et MAPK ont d’ailleurs été identifiées de cette façon
(Wu et al., Genes Dey 1994; Wu et al., Genes Dey 1995; Komfeld et al., Celi 1995;
Sundaram et al., Ceil 1995).
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1.7.2.1. Développement de la vulve
Au cours du développement de la vulve, six cellules (P3.p, P4.p, P5.p, P6.p, P7.p,
P8.p) ventralement positionnées expriment le récepteur EGF (Let-23). Ces cellules
précurseurs, appelées VPCs (vulval precursor cells), ont toutes la capacité de répondre
adéquatement suivant la liaison du ligand LIN-3. La cellule d’ancrage ou AC (« anchor
cell »), située dans la gonade somatique est nécessaire à l’expression de LIN-3 et serait
positionnée en amont des cellules VPCs. Suivant l’expression du ligand, la cellule P6.p
intègre le signal qui se traduit par l’activation de la voie Ras accompagnée d’une répression
concomitante de la voie Notch. La cellule se divise alors à trois reprises afin de générer
huit cellules qui formeront la vulve centrale. À l’inverse, la différenciation des cellules
précurseurs P5.p et P7.p résulte de l’activation de la voie Notch accompagnée d’une
inhibition de la signalisation Ras. Ces cellules vont également se diviser trois fois pour
éventuellement générer la structure latérale de la vulve. Les précurseurs P3.p, P4.p et P8.p,
qui n’ont pas été adéquatement induits, ne se diviseront qu’une seule fois pour ensuite faire
partie de l’épiderme syncytium qui recouvre le ver (Chang and Stemberg, 1999; Moghal
and Stemberg, 2003; Sundaram, 2004).
1.8. Les objectifs du projet de thèse
Initialement identifiée chez la drosophile, CNK régule positivement l’activation de
la voie de signalisation Ras/ERK. Une analyse génétique réalisée dans l’oeil de la
drosophile a démontré l’implication de CNK en aval de Ras, mais en amont ou en parallèle
de RAF. En effet, un allèle perte de fonction de cnk inhibe le phénotype induit par une
forme oncogénique de Ras (Ras’’2), sans toutefois modifier le phénotype généré par RAF
activée (Therrien et al., 1998). La surexpression de CNK amplifie par contre la rugosité de
l’oeil induite par Ras’12, démontrant par conséquent la possibilité que CNK puisse intégrer
des signaux Ras dépendants. Cette coopération dépend de la portion NT de CNK, soit plus
précisément du domaine SAM et de sa région CRIC (Therrien et al., 1999). À l’inverse, le
phénotype induit par RAF activée est fortement antagonisé par la surexpression de CNK
pleine longueur au même titre que par CNKCT. Ces résultats suggèrent qu’en absence d’un
signal en provenance de Ras, CNK pourrait inactiver la signalisation en titrant l’une des
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composantes de la voie par l’intermédiaire de sa portion CT (Therrien et al., 1999). Une
analyse biochimique avait d’ailleurs démontré la capacité de CNKCT à interagir directement
avec RAF, offrant par conséquent une cible potentielle de cet effet répresseur (Therrien et
al., 1998).
L’objectif initial de mon projet était donc, dans un premier temps, de caractériser le
mécanisme moléculaire par lequel CNK intègre des signaux Ras-dépendants. Pour ce faire,
un essai fonctionnel, basé sur l’état d’activation de ERK dans un système de cellules en
culture, a été développé dans le but de valider biochimiquement les résultats obtenus en
génétique. Nous devions démontrer l’implication de la portion NT de CNK dans
l’activation de la voie de signalisation Ras/ERX, pour ensuite valider l’importance du
domaine SAM et de la région CRIC. La cartographie du site de liaison de RAF devait
également être définie afin de vérifier si l’effet répresseur exercé par CNKCT dans l’oeil de
la drosophile pouvait être le résultat d’une titration de RAF. Les résultats de ces travaux
seront présentés au chapitre 2 sous forme d’un article scientifique (Douziech et al., 2003).
L’étape suivante de mon projet consistait à évaluer l’importance fonctionnelle de
CNK et de ses différentes régions d’interaction, au sein du complexe KSRIRAF/MEK en
tirant profit d’un essai biochimique basé sur l’état d’activation de MEK dans un système de
cellules en culture. Différents mutants de RAF et de KSR ont ensuite été testés dans le but
de caractériser moléculairernent leur impact respectif dans l’activation de la voie de
signalisation Ras/ERK suivant l’expression de CNKNT Nous avons également vérifié la
capacité de K$R à interagir spécifiquement avec CNK pour ensuite tenter d’évaluer
l’importance de cette association, d’une part dans l’activation de la voie et d’autre part dans
la formation du complexe KSR!RAf/MEK. Ces résultats font partie d’un manuscrit en
préparation et seront présentés au chapitre 3.
2. CHAPITRE 2
Article 1:
Bimodal regulation of RAF by CNK in Drosophila
Publication dans: The EMBO journal Vol. 22 no.19 pp5O6$-5O78.
2003
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2.1. Abstract
Connector eNhancer of KSR (CNK) is a multidomain-containing protein previously
identified as a positive regulator of the RAS/MAPK pathway in Drosophila. Using
transfection experiments and an RNAi-based rescue assay in Drosophila S2 celis, we
demonstrate that CNK has antagonistic properties with respect to RAF activity. We show
that CNK’s amino-terminal regiofi contains two domains (SAM and CRIC) that are
essential for RAF function. Unexpectedly, we aiso report that the carboxy-terminal region
of CNK contains a short bipartite element that strongly inhibits RAF catalytic fiinction.
InterestingÏy, CNK’s opposite properties appear to prevent signaling leakage from RAF to
MEK in the absence of upstream signais, but then transforms into a potent RAF activator
upon signal activation. Together, these findings suggest that CNK flot only participates in
the elusive RAF activation process, but might also contribute to the switch-like behavior of
the MAPK module.
Keywords: CNK / RAS-MAPK module / RITAi / signal transduction
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2.2. Introduction
The extracellular-regulated kinase I mitogen-activated protein kinase (ERK/IVIAPK)
module, herein referred to as the MAPK module, is defined as a group of three kinases that
comprises specific isoforms of the serine/tbreonine kinase RAF, the dual-specificity
MAPKIERK kinase (MEK) and the proline-directed serinelthreonine kinase ERK/MAPK.
This module transmits signals mainly received from the small GTPase RAS to control a
number of critical cellular events such as proliferation, differentiation and survival (for
review, see English et al., 1999). Early characterization of this signaling pathway identified
a simple relationship among the core components, whereby upon RAS activation, RAF is
recruited to the plasma membrane by RAS, which in tum triggers a phosphorylation
cascade from RAF to MAPK. In-depth investigations of each individual step, however, is
now unraveling a surprisingly complex process that involves additional proteins whose
respective role is either partially or not understood (for review, see Kolch 2000).
RAS was recognized early on as a major player in RAF activation, principally by its
ability to recruit RAF to the plasma membrane through an interaction between its effector
loop region and the RAS-binding domain (RBD) on RAF (for review, see Avruch et al.,
1994). However, as this event did flot appear sufficient to activate mammalian Raf-1 in
vitro, additional molecules were predicted to participate in RAF activation. A search for
proteins that could bind and modify RAF activity identified the 14-3-3 protein family as
potential RAF regulators (for review, see Morrison and Cutler, 1997). These abundant
proteins bind as dimers a wide range of targets through the recognition of specific sequence
motifs, some of which requiring threonine or serine phosphorylation for binding (for
review, see Tzivion and Avruch, 2002). RAF proteins contain two evolutionarily-conserved
14-3-3 binding sites; one surrounding phospho-serine 259 (p5259) and the second at
phospho-serine 621 (p5621) in Raf-1 (Muslin et al., 1996). Growing evidence now suggest
that 14-3-3-binding to these sites have opposite effects on RAF. Whereas p5621 occupancy
seems critical for RAF activity (Thorson et al., 1998; Yip-Scbneider et al., 2000), pS259-
binding correlates with inactive RAF (Dhillon et al., 2002; Light et al., 2002) possibly by
forcing RAF to adopt an inactive conformation andlor by sequestering RAF in the
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cytoplasm. Dispiacement of 14-3-3 from pS259, an event apparently triggered by RAS
binding and accompanied by pS259 dephosphorylation, appears to be one of the critical
events leading to RAF activation. Despite its importance, this event does not fully account
for RAF activation as mutations disrupting the pS259 site modestly enhance RAF catalytic
function (Dhillon et al., 2002; Light et al., 2002).
Genetic and yeast two-hybrid screens conducted over the years have identified
additional putative components of the RAS/MAPK pathway (for review, see KoÏch 2000).
As some of these appear to modulate RAF ftmction, their molecular characterization might
unveil key aspects to solve at last the mysteiy surrounding RAF activation. For instance,
genetic screens in Drosophila and C. elegans identified kinase suppressor ofRas (ksr), an
evolutionarily conserved gene encoding a putative protein kinase structurally related to
RAF (Komfeld et al., 1995; Sundaram and Han, 1995; Therrien et al., 1995). Functional
studies revealed that KSR facilitates signaling from RAF to MAPK essentially by its ability
to bring together the three kinases of the MAPK module (for reviews, see Morrison, 2001;
Raabe and Rapp, 2002; Roy and Therrien, 2002). Besides its importance for efficient MEK
and MAPK activation, KSR also appears to control RAF activity as depletion of
endogenous KSR by RNA interference (RNAi) impaired RAF catalytic function in
Drosophila 52 cells (Anselmo et al., 2002). It is unclear, however, whether this effect
depends on KSR’s scaffolding property as recently suggested (Roy et aÏ., 2002) or is
mediated by another mechanism.
Another potential RAF regulator is Connector eNhancer of KSR (CNK), a
multidomain-containing protein conserved among metazoans, which has been identified
originally in a KSR-dependent genetic screen in Drosophila (Therrien et al., 1998). As for
other bona flUe components of the RTKJRAS/MAPK pathway in Drosophila, CNK is
required for photoreceptor ceil differentiation, wing vein formation as weii as for imaginai
disc ceIl proliferation andlor survival (Therrien et al., 1998). Genetic epistasis experiments
positioned CNK downstream of RAS, but upstream or in parallel to RAF, thereby
suggesting that CNK might be regulating RAF activity (Therrien et aL. 1998). Consistent
with that possibility, CNK was found to associate with the catalytic domain of RAF
(Thenien et al., 1998) and depletion of endogenous CNK by RNAi in S2 ceils abolished
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insulin-induced RAF activation (Anselmo et al., 2002). The role of CNK with respect to
RAF is probably flot restricted to Drosophila as a rat homolog, named Maguin, has recently
been found to associate with Raf-1 in rat brain extracts (Yao et al., 2000).
Here, using a CNK-dependent MAPK activation assay in $2 ceils combined to a
novel RNAi-based rescue protocol, we show that CNK has both a positive and a negative
impact on RÀF function. We found that CNK, through two of its amino-terminal domains,
integrates RAS signais to control MEK phosphoryiation by RAF. In contrast, we found that
CNK’s ability to associate with RAF is mediated by a short bipartite element that acts as an
inhibitor of RAF cataiytic function. Finaliy, we present evidence that the opposite functions
of CNK amplify signaling difference between the OFF and ON states of a KSR/RAFIMEK
complex, which might contribute to the switch-like behavior of the MAPK module.
Together, these findings identify CNK as a novei type of signal regulator that specifically
controls RAF function.
$0
2.3. Materîals and methods
2.3.1. Plasmids
pMet-fL-CNK, NT-CNK and CT-CNK have been described previously (Therrien et
al., 1998) and were used as starting point to generate the various CNK mutant constructs
used in this study. pMet-fL-CNK’M corresponds to an internai deletion from amino acids
1059 to 1077. The psE-FL-CNK’’M P-element construct was generated by transferring the
KpnJ/NotI insert from the pMet constrnct into the psE P-element vector (Therrien et al.,
199$). finaliy, the CNK-3 ‘ADH constructs were generated by removing the naturai CNK
3’UTR sequences from FL-CNK constructs, which juxtaposed downstream ADH 3’UTR
sequences present in pMet.
pMet-haMAPK was generated first by inserting a PCR product corresponding to
Drosophila MAPK into the EcoRl/Sacl sites of pMet. A double-stranded oligonucleotide
encoding three HA epitopes was then inserted in the EcoRl site of pMet-MAPK upstream
ofthe first methionine. pMet-pyoTor4021RAFc was generated in three steps. First, an EcoRi
fragment corresponding to Tor4021RAFc (Dickson et aÏ., 1992) was inserted in the pMet
vector. An Agel site was then introduced immediately downstream from Torso’s signal
peptide sequences and used to insert a PYO epitope. pMetmycMEK2E was generated by
replacing the serines 234 and 23$ by giutamic acid residues.
pMet-RAS”12 and effector ioop mutants were described previousiy (Therrien et al.,
1999). pMet-haRAS’12, pMet-pyoRAF, pMet-KSR, and pMet-mycMEK’ were described
in Roy et al., (2002). pHS-SEV5’ was described in Thenien et al., (199$).
2.3.2. Celi culture, transfectïon, and protein analysis
Celi culture, transfection, RNAi and immunoprecipitation experiments in S2 celis
were performed essentially as described in Roy et al., (2002).
81
Ceil lysates or immunoprecipitated proteins were resolved on 8% or 10% SDS
PAGE and transferred to nitrocellulose membranes. Proteins were probed using appropriate
primary antibodies from the following sources: u-CNK monoclonal antibody (26A6A2)
was generated by Elaine Kwan in the laboratoiy of Gerry Rubin. Œ-RAS 1, u-SEV, u-PYO
epitope and Œ-HÀ epitope (12CA5) mAbs were kindly provided by Gerry Rubin; c
Drosophila RAF polyclonal antibody was a kind gift from Debbie Morrison; Œ-MYC
epitope rnAb (9E10) was from Santa Cniz Biotechnology; Œ-MEK-1&2 and Œ-pMEK-1&2
polyclonal antibodies were from Cell Signaling; and u-ERK-1&2, Œ-dpERK-1&2 and (X
FLAG mAbs were from Sigma.
2.3.3. Drosophila genetics and histology
Fly maintenance and crosses were conducted according to standard procedures. CR1
transgenic flues contain one copy of the sev-Ras] V12 transgene (Fortini et al., 1992) on the
Cyo balancer. The sE-FL-CNK transgenic line was described previously (Therrien et al.,
1998). Multiple lines expressing the sEFLCNKtM transgene or the IS mutant version
were analyzed. P-element-mediated germ une transformation was performed as described
by Rubin and $pradling, (1982).
Adult Drosophila eye sections and scanning electron microscopy was conducted as




To delineate biochemically the position of CNK with respect to the components of
the RA$/MAPK module, we depleted endogenous CNK by RNAi in a stable RAS”2-
expressing S2 celi line and assessed its effect on endogenous MEK and MAPK activation.
As shown in Figure 2. lA, reduction of CNK by the addition of double-stranded (ds) CNK
RNA specifically abrogated MEK and MAPK activation as revealed by the decrease in
phosphorylated (activated) MEK and MAPK. These results demonstrated that CNK is
required downstream of RAS for activation of the MAPK module. We next examined the
effect of removing CNK on activated RAF-induced MAPK activation. Compared to the
activated receptor tyrosine kinase Sevenless (SevSH) or RAS’2, which did not activate
MAPK upon CNK or MEK depletion (Figure 2.1B, lanes 3, 4, 6 and 7), activated RAF
(Tor4021RAFc) was stiil fulÏy capable of activating MAPK upon CNK depletion, but not
when MEK was eliminated (Figure 2.13, fanes 9 and 10). Together, these resuits strongly
suggest that CNK is acting between RAS and RAF.
Overexpression of CNK has been found previously to associate with endogenous
RAF in S2 celis. Furthermore, a C-terminal fragment of CNK lias also been reported to
interact directly with the catalytic domain of RAF (Therrien et al., 1998). To demonstrate
that a CNK!RAF complex does exist in vivo, we immunoprecipitated plain S2 ceil or
Drosophila embryo extracts using either anti-RAF or anti-CNK antibodies and probed
immunoblots with either antibodies to look for co-immunoprecipitation. As shown in
Figure 2.1 C, the anti-RAF antibodies brought down endogenous CNK (-1 0% of total NP
40-soluble CNK) and likewise, the anti-CNK monoclonal antibody co-immunoprecipitated
endogenous RAF (—5% of total NP-40-soluble RAF) in both S2 ceils and embryos. These
results thus demonstrate the existence of a CNKIRAF complex in vivo. Together with the
fact that CNK activity appears to be required upstream of RAF, these findings strongly
suggest that CNK directly regulates RAF function.
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Figure 2.1 CNK activity is required downstream of RAS, but upstream of RAF
(A) Untreated (-) or CuSO4-treated (+) RAS”2 ceils were either incubated in the absence
(-) or in the presence (+) of the indicated dsRNAs. pMEK and pMAPK levels, as well as
endogenous RAS, RAF, MEK, MAPK and CNK levels were assessed by immunoblot
analysis using the antibodies indicated to the right. The resuits shown here and thereafter
are representative of at least three similar experiments.
(B) S2 ceils were transfected with the haMAPK reporter construct (O.3jig) either alone
(lane 1) or together (+) with the indicated combinations of SEVS1I (0.4 jig), haRAS”’2
(0.4 j.tg) or Tor4021RAFc (0.2 tg) constructs and the dsCNK or dsMBK RNAs (0.5 jig).
Celis were Iysed 16 hours post-induction of expression and pMAPK levets were
deterrnined. Protein levels were detenriined as indicated.
(C) Three milligrams of proteins from plain S2 ceils or O-14 hr Drosophila embryos were
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2.4.1. CNK has opposite effects on RAF fundion
To characterize the molecular event(s) within the RAS/MAPK pathway that is/are
regulated by CNK activity, we examined whether forced expression of CNK could
modulate MAPK activation in S2 ceils. For this purpose, we used three flag epitope-tagged
CNK constructs (Figure 2.2A), namely, full-length (fL), N-terminal (NT) and C-terminal
(CI) that had previously been shown to modulate RAS’”2—mediated signaling in the
developing Drosophila eye (Therrien et al., 1999).
We assayed for MAPK activation by monitoring the phosphorylated levels of HA
tagged MAPK as performed above for endogenous MAPK. When expressed alone, none of
the CNK constructs elevated phospho-MAPK (pMAPK) levels (data flot shown and 2.2D,
lane 2 for NT-CNK). However, compared to HA-tagged RAS”12 expressed alone (figure
2.2B, lane 2), co-expression of FL-CNK and CT-CNK inhibited MAPK activation (figure
2.2B, lanes 3 and 5, respectively), whereas NT-CNK stimulated MAPK activation (Figure
2.2B, lane 4). Therefore, these results indicate that forced expression of CNK affects RAS
mediated MAPK activation and also suggest that CNK comprises both positively- and
negatively-acting regions.
Because CNK appears to be required between RAS and RAF (Figure 2. lB), we
reasoned that the opposite effects of CNK could be due to a modulation of RAF function.
To investigate this possibility, we examined the ability of FL-CNK and NT-CNK to alter
MAPK activation induced by activated RAF or activated MEK (myc-tagged MEK2’). If
FL-CNK blocked a positive step upstream of RAF, there should be no effect on MAPK
activation induced by activated forms of RAF or MEK. In contrast, if CNK blocked a step
downstream of RAF, it should either inhibit RAF or both RAF and MEK activities
depending on the position of the inhibitory event. Strikingly, we found that FL-CNK (like
CT-CNK, data not shown), completely prevented MAPK activation induced by activated
RAF (Figure 2.2C, lane 3), but flot by activated MEK (lane6) [the apparent slight positive
effect of FL-CNK on pMAPK levels induced by MEK2IE (lane6) was not reproducible].
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Figure 2.2 Opposite behavior of CNK in the RAS/MAPK pathway
(A) Schematic representation of fiull-length (FL) Drosophila CNK (top open box) with its
various domains I elements (black boxes): Sterile Alpha Motif (SAM); Conserved Region
In CNK (CRIC); PSD-95/DLG-l/ZO-1 (PDZ); Proline-rich stretch (Pro); Pleckstrin
Homology (PH); RAF-Inhibitory Region (RIR); RAF-Interacting Motif (RIM); Inhibitoiy
$equence (1$). Numbers on top correspond to amino acid positions frequently referred to in
the text. Solid lines, labeled to the left, denote the various CNK deletion constmcts used in
this study. Every CNK constmcts contain one copy of the Flag epitope at the amino
terminus.
(B) $2 celis were transfected with haMAPK alone (lane 1) or with the indicated
combinations of haRAS”2 (0.25 jig), FL-CNK (FL; 1.65 tg), NT-CNK (NT; 0.1 fig) and
CT-CNK (CT; 1.65 jig) constructs. Ceils were lysed 36 h post-induction and pMAPK
levels were determined. Owing to a poor detection of Ftag-tagged CNK constmcts directly
from ceil lysates using the anti-Flag antibody, their levels were examined by
immunoprecipitation.
(C) S2 celis were transfected with haMAPK alone (0.3 p.g) or with the indicated
combinations of Tor4021RAFc (0.2 tg), mycMEK2E (0.3 tg), FL (0.6 tg) or NT (0.1 tg)
constructs. Ceils were lysed 16 h post-induction. The flag-tagged CNK variants were
examined using anti-CNK.
(D) S2 celis were transfected and analyzed as in C using the indicated combinations of
haMAPK (0.6 tg), RAS”12 (0.6 jig), RASl2s35 (0.1 jig), RAS”2037 (0.25 tg), RASl2c4o
(0.6 tg) and NT (0.25 jig). Various amounts of the RAS constructs were used to adjust for
their apparent difference in expression levels. The RAS proteins were not tagged and thus
were monitored using an anti-Drosophula RAS monoclonal antibody, which also detected
endogenous RAS as seen in lanes 1 and 2.
(E) $2 celis were transfected using the indicated combinations of haMAPK (0.6 tg),
haRAS”2 (0.25 kg), and wild type or mutant NT constructs (0.25 fig). The mutated SAM
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domain (SAMmut) has a two amino acid change in conserved residues (amino acids W1 7S
and 1185) that are critical for structural integrity (Stapleton et al., 1999). For unclear
reasons, this NT-CNK mutant migrates differently from the other NT constmcts (lane 4).
We have generated another mutant version of the SAM domain (L7 1K), which changes an
amino acid shown to be critical for dirner formation of the EpbA4 receptor SAM domain,
but does not appear to alter the structural integrity of the domain (Stapleton et al. 1999).
This mutated SAM domain (NTL7lKCNK) migrates normally, and like the SAMwl7ss
mutant, it does not cooperate with RAS”12 (data not shown). NTdlmut has a three arnino
acid deletion (A162-H163-R164) in the CRIC region similar to the mutation found in a
Drosophila cnk loss-of-function allele (Therrien et al., 1998). Finally, NT)mt has a two
amino acid change (G217S and F2185) in highly conserved residues of the PDZ domains
(Ponting et al., 1997).
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These resuits therefore indicate that the negative influence of CNK occurs at a step between
RAF and MEK. We applied the same iogic to position the positive effect of NT-CNK and
concluded tliat NT-CNK exerts its positive effect in a RAS-dependent manner between
RAS and RAf as NT-CNK was inert on its own and did not cooperate with either activated
RAF or MEK (Figure 2.2C, lanes 4 and 7, respectiveiy).
Therrien et al., (1999) previousiy reported that NT-CNK cooperated in the
Drosophila eye not oniy with RAS”2, but also with RASv12G37, which is a RAS effector
ioop mutant that lias a much reduced capacity to send signais tlirough the MAPK pathway
owing to its impaired association witli RAF (White et al. 1995). They concluded that either
NT-CNK augments RAS signaling through a RASVl2G37dependent, but MAPK
independent pathway or that, if NT-CNK functions between RAS and RAF, it could rescue
or compensate to some extent the defect caused by this particular effector ioop mutation
thereby permitting RAF activation. To distinguish between these possibilities, we co
expressed NT-CNK with RAS”2 or the three RAS effector ioop mutations that liad been
tested. These included RAS\ï2s35 that interacts normaliy with RAF, and RAS2G37 and
RASvI2c4O that no longer interact with RAF (data not shown). As shown in figure 2.2D,
NT-CNK strongly augmented pMAPK levels induced by either RAS”2 RAS”12535 (lanes
3 to 6) and surprisingly, it also aliowed RAS\hI2G37, which is inert on its own, to activate
MAPK (compare lanes 7 and 8). These data therefore suggest that NT-CNK exerts its effect
flot through an altemate patliway, but iargely within the RAS/MAPK pathway. The fact that
NT-CNK appears to compensate to some extent the inability of RAS’2G37 to activate
MAPK, but not for RAS2c4o (Figure 2.2D, compare lanes 9 and 10), indicates that these
two effector ioop mutations are not equivalent with respect to their defect in activating
RAF.
NT-CNK comprises three conserved regions (SAM, CRIC and PDZ domains;
Figure 2.2A). b determine which oftliese is required for the positive effect ofNT-CNK on
the MAPK module, we tested the activity of NT-CNK mutant constructs affecting each
domain individually. When co-expressed with RAS”2, the mutated SAM and CRIC
domain variants failed to cooperate with RAS (Figure 2.2E, lanes 4 and 5). In contrast, the
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PDZ domain mutant stiil retained activity (Figure 2.2E, lane 6). These resuits thus indicated
that the SAM and CRIC domains are critical for the ability ofNT-CNK to stimulate MAPK
activation by RAS. Since the CRIC mutation used in this assay corresponds to the lesion
found in a cnk loss-of-function allele (Therrien et al., 1998), it strongly suggests that our
assay mimics a genuine ftinctional property of CNK (see below).
2.4.2. Two short amino acid sequences in CNK define a “RAF
Inhibitory Region” that blocks MEK phosphorylation by RAF
Interestingly, in addition to its positive role on the MAPK module, CNK can block
RAS- or RAF-dependent MAPK activation (Figure 2.2). We investigated this property by
first mapping the region(s) of CNK that lias a negative influence on the pathway. We
generated a series of C-terminal deletions of CNK (figure 2.2A) and tested their ability to
inhibit RAS-dependent MAPK activation. As FL-CNK, the first deletion construct (NT’271-
CNK) also blocked RAS’’2 activity (Figure 2.3A, lane 4). In contrast and similar to NT
CNK, two other deletion constructs (NT’°59- and NT659-CNK) no longer inhibited, but
instead cooperated with RAS”2 (Figure 2.3A, lanes 5, 6 and 7). These data indicated that
the C-terminal boundary of an inhibitoiy region, hereafter called RAF-Inhibitory Region
(RIR), lies between amino acid position 1059 and 1271. Finer deletion constmcts were then
similarly tested, which positioned the RIR to a short area of about forty amino acids
between positions 1059 and 1100 (see Supplementary figure 2.1 available at The EMBO
Journal Online).
As CNK associates with RAF, it could be responsible for the negative effect of
CNK. To address this possibiÏity, we mapped the RAF binding site(s) on CNK to determine
whether it corresponds to the RIR. CT-CNK, but not NT-CNK, was previously found to
interact with RAF (Therrien et al., 1998). We first tested whether we could reproduce these
findings using a transient expression assay. A polyoma (pyo) epitope-tagged RAF construct
was co-expressed with either fL-, NT- or CT-CNK in S2 ceils. Ceil lysates were
immunoprecipitated using an anti-pyo antibody and co-immunoprecipitated CNK variants
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Figure 2.3 Functional mapping of the RÀF-Inhibitory Region (RIR) on CNK
(A) S2 ceils were transfected with the indicated combinations of haMAPK (0.6 jig),
haRAS”12 (0.25 g), FL and NT constructs (0.1 to 1 jig). Ceil lysates were prepared 16 h
post-induction of expression.
(B) S2 celis were transfected with the indicated combinations of pyoRAF (0.7 jig), FL and
CI constructs (1 to 1.8 11g) and NT construct (0.08 tg). Celis were Iysed 36 h post
induction. For these experiments and below, pyoRAF was immunoprecipitated (IP) from
ceil lysates using the a-Pyo antibody and co-immunoprecipitated CNK proteins were
detected using the Œ-Flag antibody.
(C) S2 celis were transfected with the indicated combinations of pyoRAF (0.7 ig) and CT
constructs (1 to 1.8 ig).
(D) S2 celis were transfected with the indicated combinations of haMAPK (0.3 tg),
haRAS”2 (0.125 jig), NT constructs (0.6 tg).
(E) Amino acid comparison of the Drosophila (D. mel) CNK RAF-Inhibitory Region (pos.
1022-1 100) to the equivalent region of A. gambiae (A. gam) CNK. Identical and conserved
residues are in black and grey boxes, respectively. Positions of the “alanine-scaiming”
mutations (Ml to M12) are depicted as a solid une over the amino acid sequence. Minimal
amino acid sequence for the RIM and the 15 are also highlighted by a solid line over the
relevant area. Although sequences within the 1022-1059 interval also appear to participate
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Supplemental Figure 2.1 Fine mapping of the RAF-Inhibitory Region (RIR) on CNK
(A) $2 celis were transfected with the indicated combinations of haMAPK (0.3 mg),
haRASV12 (0.125 mg), FL and NT constructs (0.1 to 0.6 mg). To narrow down fiirther the
RIR C-terminal border, five additional C-terminal truncations within the 1059-1271 region
were tested (Figure 2.2A). This positioned the C-terminal border within a 23 amino acid
stretch (position 1077 and 1100; compare lanes 7 and 8). (B) $2 ceils were transfected with
the indicated combinations of haMAPK (0.3 mg), Tor4O2lRAFc (0.2 mg), and CT
constructs (0.1 to 0.6 mg). A similar deletion study was carried out as in (A) to delineate
the RIR N-terminal border. Six N-terminal truncations of CT-CNK (Figure 2.2A) were co
expressed along with activated RAF, instead of RA$V12, since Tor4O2lRAFc is more
potent than RASV12 to activate MAPK, thus more sensitive to detect a release of
inhibition. This placed the RIR N-terminal border between positions 1059 and 1077
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were detected by probing immunoblots with an anti-flag antibody. As shown in Figure 2.3B
(lanes 2, 3 and 4), FL- and CT-CNK, but flot NT-CNK, associated with RAF Q-25% of
RAF is associated with fL-CNK, and 50% of fL-CNK is associated with RAF in these
conditions). Two C-terminal deletions of CT-CNK (CT-1 and CT-2, Figure 2.2A) were
also included in that experiment. CT-1, which ended at position 1271, stiil bound to RAF,
whereas CT-2, which ended at position 1059, no longer interacted (Figure 2.33, lanes 5 and
6). These resuits thus pÏaced the C-terminal border of the RAF-binding region, hereafter
called the RAF-Interacting Motif (RIM), in the 1059-1271 interval. The finer C- and N
terminal truncations used above to map the RIR were then used to delineate more
accurately the RIIVI. This analysis showed that sequences in the 1059-1077 interval are
critical for RAF binding (see Supplernentaiy Figure 2.2). FinaÏly, we narrowed down the
RIM to a nine amino acid stretch (positions 1065-1073) by testing for RAF interaction, a
series of “alanine scarming” mutants within the 1059-1077 interval (Ml to M6, Figures
2.3C and E). Together, our data thus revealed that the RIM is part of the RIR, which
strongly suggests that the binding ofRAF by CNK is responsible for the inhibitory effect of
CNK. In support of this conclusion, the three point mutations (M3 to M5) that impeded
RAF binding (Figure 2.3C) also abrogated the inhibitory effect of CNK (data flot shown
and see below).
Our mapping data showed that the RIR comprises additional sequences after the
C-terminal end of the RIM (Figure 2.3E). This indicated that other sequences that are flot
required for RAF interaction have an inhibitoiy effect on RAS signaling. To define more
precisely the position of these sequences, we tested a set of “alanine scanning” mutants
within the 1077-1100 interval (M7 to M12, Figure 2.3E) and found that mutants M7 to
Mli relieved the inhibitoiy effect of CNK (Figure 2.3D) but, as expected, did flot prevent
RAF-binding (data flot shown and see below). These results therefore confirmed that the
RIR contains at least two distinct negative elements: the RIM that interacts with RAF and
an adjacent inhibitory sequence (IS), that is required along with the RIM to inhibit signal
transmission within the MAPK module.
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A pyoRAF +++÷++++ BPYORAF
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Supplemental Figure 2.2 Fine mapping of the RAF-Interacting Motif (RIM) on CNK
(A) $2 ceils were transfected with the indicated combinations of pyoRÀF (0.7 mg), FL and
NT constructs (1 to 1.8 mg). (B) $2 ceils were transfected with the indicated combinations
ofpyoRAF (0.7 mg) and CT constructs (0.2 to 1.3 mg). Note that the CNKJRAF interaction
is significantly reduced, aïthough flot eliminated, when sequences between positions 1022
and 1059 are removed (lanes 4 and 5), which suggests that this interval includes sequences
important for stable CNKIRAF association, although they are flot essential for binding.
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To verify whether the two negative elements (RIM and IS) also functioned
accordingly in full-length CNK, we introduced the M4 mutation (affects the RIM) or the
Mil mutation (affects the IS) in FL-CNK and examined their behavior with respect to
RAS-induced MAPK activation and RAF-binding. Compared to FL-CNK (Figure 2.4A,
lane 3), FLRM4)CNK and FLMl ‘-CNK no longer inhibited MAPK activation, but
instead strongly cooperated with RAS”12 (lanes 4 and 5). Furthermore, a double
fM4/’Ml
‘-CNK mutant cooperated to the same extent as either single mutants (lane 6),
thus indicating that the two elements are co-required for the negative effect. As for NT
CNK (Figure 2.2), the ability ofthose mutants to cooperate with RAS appears to depend on
the N-terminal domains of CNK as a double mutant version that affects both the SAM
domain and the RIR barely cooperated with RAS”2 (Figure 2.4A, lane 7). We next
examined the ability of the M4 and Mil mutants to associate with RAF. As predicted,
fLM4)CNK no longer interacted with RAF (figure 2.4B, lane 3), whereas FLRMl 1)
CNK interacted normally with RAF (lane 4), thus confirming that only the RIM is essential
for RAF-binding. Taken together, these resuits demonstrate that the RIM and IS elements,
which constitute the RIR, are jointly required and sufficient to explain the inhibitory effect
of CNK on the MAPK module.
Finally, to determine whether the RIR functions autonomously, we fused it (position
1059-1100) to the C-terminal end of GFP (GFP-RTR) and examined whether this was
sufficient to transpose CNK’s negative effect to GFP. As shown in Figure 2.4C, GFP-RTR
strongly inhibited RAS-induced MAPK activation (lane 4), whereas GFP alone (lane 3) or
two inactivated versions (lanes 5 and 6) of the RIR (RIRM4 or RIRM1 1) did not affect
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Figure 2.4 The negative effect of CNK is mediated by two co-required elements
(A) S2 ceils were transfected with the indicated combinations of haMAPK (0.3 jig),
haRASVl2 (0.14 jig), FL (0.5 to 0.8 fig) constmcts. (B) 52 celis were transfected with the
indicated combinations of pyoRAF (0.7 tg) and FL-CNK (1.5 tg) constructs. (C) S2 ceils
were transfected with the indicated combinations of haMAPK (0.3 jig), haRAS”12 (0.2 tg)
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2.4.3. The RIR of CNK antagonizes RAS signaling during eye
development
We wanted to determine whether the RIR of CNK also influenced negatively RAS
signaling during Drosophila eye development. Intriguingly, in contrast to the data presented
above, previous work showed that fL-CNK cooperated with RAS”12 in the Drosophila eye
(Therrien et al., 1998). We found out, however, that this cooperation greatly depended on
RAS”2 signaling strength as well as fL-CNK expression levels, that is, FL-CNK inhibited
RAS”2 phenotype when a weaker RAS”2 une was used (see below) or when FL-CNK
levels were increased (data flot shown). Nonetheless, the ability of FL-CNK to cooperate
with RAS”12 in the developing eye, a phenomenon flot detectable in S2 ceils by simply co
expressing various amounts of either proteins, suggests that S2 celis might be missing a
critical signal andlor factor. Although not mutually exclusive, another possibiiity is that
there is a close relationship between the amount of activated RAS molecules and available
N-terminal dornains that ultimateiy determine RAF activation level. At low doses of RAS
activity, endogenous CNK levels are probably not limiting and thus can fuily mediate RAS
signais for optimal RAF activation. Consequently, increasing CNK levels in that context is
only providing additional RIR sequences that in tum block signal transmission. In contrast,
when high levels of RAS activity are provided, endogenous CNK levels are probably
limiting and thus could not fully transmit available RAS signais to RAF. Artificially
increasing CNK levels in that context would provide missing CNK molecuies, thereby
generating greater RAF activity.
To determine whether the RJR had any inhibitory effect on RAS”2 signaling in
vivo, we compared the ability ofFL-CNK or a CNK transgene with no RIM (FLuMCNK)
to modulate RAS”12 effects in the developing Drosophila eye. We crossed transgenic flues
expressing the FL-CNK constructs to a strong RAS”2 transgenic line (named CR2;
Maixner et al., 1998). As observed previously, FL-CNK cooperated with RAS”’12 (data flot
shown). Strikingly, however, co-expression of FLMCNK and RAS”’12 resulted in a
complete synthetic lethality at the pupal stage with pupae presenting highly disorganized
eye tissues (data flot shown). This phenomenon probably resulted from a particularly strong
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cooperation between RAS”12 and FLMCNK. Given that both constructs are probably
expressed to low levels in tissues other than the eye, the observed lethality is likely a
consequence of detrimental MAPK activation in tissues required for viability. To
circurnvent this problem, we crossed the CNK transgenic unes to a weaker RAS”2 une
(CR1; Maixner et al., 199$). As expected, instead of cooperating with RAS”2, FL-CNK
slightly suppressed the CR1 rough eye phenotype (compare Figures 2.5B and 2.5 C). To
confirm this, we determined the average number of R7 celis per ommatidium for each
genotype as a read-out for RAS/MAPK signaling (Fortini et aÏ., 1992). The eye section
resuits are summarized at the bottom of each SEM (Figures 2.5A to 2.5D). As shown in
figure 2.5B, CR1 had an average of 1.9 R7 celis per ommatidium. Co-expression of FL
CNK reduced this number to 1.2 (Figure 2.5C), which confirmed its ability to suppress
RAS”2 in this context. In contrast to FL-CNK, the FLMCNK constnict cooperated witli
RAS”12 as the eyes were rougher than the CR1 parents and the average number of R7 ceil
per ommatidium increased to 2.7 (Figure 2.5D). Therefore, as in S2 ceils, the RIR has a
negative effect on RAS signaling during eye development. Identical resuits using the CR1
and CR2 unes were obtaïned with CNK unes that had a mutated IS element (G.L. and M.T.
unpublished resuits). Furthermore and importantly, we found that the ARIM or 1$ mutant
constmcts were as competent as wild-type CNK to rescue the lethality of cnk nul! al!eÏes
(data flot shown), thus strongly suggesting that the RIR does flot namrally function as a
positive element (see below).
2.4.4. A RNAi-based rescue assay uncovers CNK’s natural
opposite effects on the MAPK module
The finding that CNK has a negative impact on the RAS/MAPK pathway is
intriguing given the fact that CNK lias been originally defined as a positive component for
this pathway. One possibility to explain our resuits would lie that CNK fiinctions as a
scaffoÏd by bringing together, through independent associations, at least two signaling
proteins. Therefore, as previously described for a hypothetical scaffold (Burack and Shaw,
2000), overexpression of CNK might uncouple proteins that normally require physical
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Figure 2.5 CNK’s RAF-Inhibitory Region antagonizes RAS signaling in vivo
(A-D) Scanning electron micrographs of aduit Drosophila eyes. The genotypes are
indicated on the figures, as well as the average number of R7 ceils per ommatidium (+/-
SD). n denotes the number of ommatidia analyzed and three eyes were analyzed per
genotype. A t test applied on the difference in mean number of R7 cells/ornmatidium
between the CRi and CR1/sE-FL-CNK genotypes or the CRi and CR1/sEFLMCNK
genotypes confirrned their statistical significance: P = 0.006 and 0.036, respectiveÏy.
I R7=1 I R7=1.9+/-O.2(n=360) I R7=1.2+/-O.1 (n531)1R72.7+/-O.4(n288)I
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juxtaposition, thereby abrogating signal transmission. According to that mode!, the RIR
might normally be required for higher order assembly of the RASIMAPK module and thus
for optimal signal transmission.
To assess unambiguously the natural effect of the RIR on the MAPK pathway, its
activity needs to be monitored in non-overexpressed conditions. To that end, we devised a
nove! RNAi-based strategy in $2 celis that allowed us to deplete endogenous CNK levels
and to restore them with exogenous, but non-targetable CNK transcripts. The ability to
rescue a CNK knock-down phenotype, sucli as a MAPK activation defect, would indicate
that relatively normal levels of exogenous CNK have been reached. This approach could
then serve as a simple assay to evaluate the effect of specific CNK mutants in relatively
norma! stoichiometric conditions. To specifically remove endogenous CNK, we used a
dsCNK RNA (dsCNK3’LTR) encompassing exclusively CNK’s 3’UTR sequences (Figure
2.6A), which reduced endogenous CNK levels by over 90% after four days of culture (data
not shown). Conversely, to obtain dsCNK3’lITRresistent CNK transcripts, we replaced the
natural 3’UTR sequences in the FL-CNK constmct by those of the Drosophila alcohol
dehydrogenase (ADR) gene. The resulting chimeric transcripts (CNK-3 ‘ADH) were
insensitive to the dsCNK3’uTf RNA (see inset, Figure 2.6A, and data flot shown).
Consistent with its ability to reduce endogenous CNK levels, dsCNK3’UTR RNA decreased
RAS-induced MAPK activation (Figure 2.63, compare lanes 2 and 3). We then determined
whether introduction of a wild-type CNK-3 ‘ADH (CNKVT3 ‘ADH) construct would rescue
MAPK activation under those conditions. Given that CNK overexpression leads to an
inhibition of RAS-induced MAPK activation (Figure 2.2), we conducted parallel co
transfections using a spectrum of plasmid quantities to narrow down optimal rescuing
amounts. Strikingly, flot only this approach restored MAPK activation, but also revealed a
dose-dependent rescue profile identifying reproducible sub-optimal (0.1 to 1 ng), optimal (2
to 10 ng) and inhibitory (>20 ng) doses ofplasmids (Figure 2.6B, WT panel; and data not
shown). To determine whether this assay faithfully identifies CNK regions that are
functionally relevant with respect to RAS-mediated MAPK activation, we tested the effect
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Figure 2.6 CNK has a natural antagonistic effect on signal transmission through the MAPK
module
(A) Diagram representing the strategy used to deplete endogenous CNK by targeting its
3’UTR sequences. CNK “rescue” is achieved by co-transfecting a CNK construct
containing the ADH 3 ‘UTR sequences. The specificity of the CNK 3 ‘UTR dsRNA
compared to a dsRNA targeting CNK’s open reading frame (ORF) is shown in the inset:
FL-CNK (0.4 jig) or FL-CNK-3’ADH (0.4 fig) constructs where transfected in S2 celis
along either CNK’s 3’UTR or ORF dsRNAs (0.5 j.tg). Ceils were lysed 36 h post-induction.
(B) S2 celis were transfected with the indicated combinations ofhaMAPK (0.3 tg), haRAS
(0.125 jig), dsCNK3’UTR RNA (20 tg) and the indicated amounts of the CNK-3’ADH
variants. Ceils were lysed four days post-induction of expression. Activated MAPK Ïevels
were detected (Œ-pMAPK) as wef 1 as those for haMAPK, haRASV12 and CNK-3’UTR
variants (flot shown).
(C) S2 ceils were transfected with the indicated combinations of rnycMEK’ (0.3 fig),
pyoRAf (0.03 tg), KSR (0.1 tg), RAS’’2 (0.6 fig) and FL-CNK variant (1.1 jig)
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of mutations affecting the SAM, CRIC and PDZ domains, respectively. Consistent with
their implication in the cooperation obsewed above between NT-CNK and RAS”2 (Fire
2.2E), we found that CNKMmh1t3ADH, and CNKdlcmut3ADH behave as loss-of
functions, whereas CNKMmut3ADH is as competent as wild-type CNK to restore MAPK
activation (Figure 2.6B). The inability of the CRIC mutation to rescue MAPK activation is
consistent with its previous identification as a cnk loss-of-function allele (Therrien et al.,
1998), thereby providing compelling evidence that this assay can identify bona fide
functional domains/elements. In addition, these resuits indicate that the SAM domain is
genuinely required for RAS-induced MÀPK activation, whereas the PDZ domain is not
involved.
Next, we tested the ability of mutations affecting the RIR to rescue MAPK
activation. If the RIR normally has a positive function, its disruption should attenuate or
preclude the rescue capability of a RIR mutant construct at doses optimal for WT CNK.
Markedly, the three tested RIR mutants (M4, Mil or M4/Mi 1) did flot behave as loss-of
function, but rather as gain-of-function alleles (Figure 2.6B). Therefore, these resuits
demonstrate that the RIR does not provide a positive input, but fttnctions as a true
inhibitory module.
2.4.5. CNK’s RIR prevents “signaling leakage” withïn the
KSRIRAF/MEK complex
A model to explain the two opposite roles of CNK would be that they take place at
different times. For example, the negative function could be required prior to signal
activation to prevent RAS-independent MEK activation by RAF. We previously reported
that overexpression of KSR, RAF and MEK in S2 ceils, induced an association between
RAF and MEK, which also resulted in a significant activation of MEK (Roy et al., 2002).
Although RAS activity could increase ffirther MEK activation, it did not appear to be
critical for either KSRJRAF/MEK complex formation or MEK activation. We thus
concluded that overexpression of KSR, RAF and MEK miglit bypass natural repressive
mechanism(s) that are essential to prevent signaling in the absence of upstream signais.
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Given that CNK’s negative property seems to affect precisely the RAF/MEK step, we
exarnined whether CNK could attenuate KSR-induced MEK activation by RAF.
As previously reported (Roy et al., 2002), co-expression of KSR with pyoRAF and
kinase-inactivated mycMEK (mycMEK’j, resulted in MEK activation (Figure 2.6C, lane
2), which could be further enhanced by co-expressing RAS”2 (lane 3). However, co
expression of FL-CNK along with KSR, RAF and MEK strongly blocked RAS
independent MEK activation (compare lanes 2 and 4). To determine whether the RIR was
responsible for this effect, we tested the FLCNKlM4 mutant in similar conditions. As
shown in lane 6, this mutation obliterated the repressive effect of CNK. Similar resuits were
obtained with either the RIRM or RIRM4.MlI mutations (data flot shown). Interestingly,
when RAS”2 was introduced in the presence ofFL-CNK, RAS activity counteracted much
of the inhibitory effect (compare lanes 4 and 5), presurnably owing to the ability of the
amino-terminal portion of CNK to cooperate with activated RAS. Consistent with that
possibility, FLCNKMm1t was far less active than wild-type FL-CNK (compare lanes 5
and 9). Taken together, these resuits are consistent with a model whereby CNK prevents
signal transmission between RAF and MEK within a KSRIRAf/MEK complex in the
absence of a signal, but then facilitates signaling upon upstream activation, thus increasing
significantly the signal-to-noise ratio ofthis signaling complex.
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2.5. Discussion
CNK lias been originally identified as a positive component of RAS/MAPK
mediated signaling in Drosophila. In this paper, we provide evidence that the primary role
of CNK in the RAS!MAPK module is to regulate RAF function. Unexpectedly, in addition
to its critical role for RAF activity, we also found that CNK negatively controls RAf’s
ability to phosphorylate MEK.
Three unes of evidence support the daim that CNK is essential for RAF activity.
First, depletion of endogenous CNK prevented MAPK activation by RAS’2, but flot by
activated RAF (Figure 2.1B). Secondly, NT-CNK cooperated with RAS”12 to activate
MAPK (or MEK; data flot shown), but flot with activated RAF (Figures 2.2B and 2.2C).
This result flot only places CNK’s positive effect between RAS and RAF, but it also
suggests that this activity is RAS-dependent. Finally, NT-CNK rescued MAPK activation
by RASnl2G37 (Figure 2.2D). This finding is striking as it provides strong evidence that
CNK function is intimately linked to the RAF activation mechanism. As for mammalian
RAS (White et al., 1995), Drosophila RAS G37 or C40 effector mutants no longer interact
with Drosophila RAF (data not shown). Since only the G37 mutant is rescued by NT-CNK
co-expression (a RAF-dependent event; data flot shown), it suggests that it is either a weak
loss-of-function with respect to RAF binding andlor that it retained another essential
function that lias been lost by the C40 mutant. The G37 mutant may thus prove useful to
elucidate the role of CNK in RAF activation.
We have mapped CNK’s inhibitory function to a thirty amino acid region named the
RIR (RAF-Inhibitoiy Region). This region comprises at least two distinct, but co-required
negative elements: the RIM (RAF-Interacting Motif) and the 15 (Inhibitory Sequence)
elements (Figure 2.3E) that function together as an inhibitory unit (Figure 2.4A). Although
its mechanism of action is unknown, the RIR appears to block signal transmission from
RAF to MEK (Figures 2.2C and 2.6C) through an association between the RIM and the
RAF catalytic domain. Indeed, an isolated RAF catalytic domain or the Torso-RAF
catalytic domain fusion protein (Tor4021-RAFc) have been found to associate with CNK
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(Therrien et aL, 1998; and data flot shown). The association appears to be direct as it is
detectable using a yeast two-hybrid interaction assay (M.L. and M.T., unpublished resuits).
The role of the IS element is unknown. It is flot required for RAF-binding, but it is essential
for the inhibitory effect of the RIR (Figure 2.4). Jnterestingly, since only a catalytically
competent RAF kinase domain associates with CNK (data flot shown), it is possible that the
RIR works as a RAF pseudosubstrate to control MEK phosphorylation.
What could be the purpose of CNK’s bimodal effect? Several scenarios can be
envisioned to explain our data and two of these are presented here. In quiescent celis, CNK
could function together with 14-3-3 in preventing signal-independent MEK activation by
RAF. This negative role might be important to ensure that no signal leaks through prior to
genuine upstream activation, which otherwise miglit be sufficient to initiate a biological
response. Upon RAS activation, CNK’s amino-terminal domains would then integrate RAS
signals and thus convert CNK into a positive regulator of signal transmission (Figure 2.7A).
As CNK’s opposite action appears to augment the signal-to-noise ratio of the RAS/MAPK
module (Figure 2.6C), it might contribute to switch-like activation of the pathway (Ferrell,
199$). Altematively, CNK’s negative effect might have a similar role as RXIP, a recently
described RAF inhibitor (Yeung et aÏ., 1999). Namely, it might work as a rheostat to fmely
adjust the amount of MEK molecules activated by RAF to satisfy ceil-specific requirements.
For that matter, il will be interesting to determine whether the RIR is itself negatively
regulated to increase signaling flow from RAF to MEK (Figure 2.7A). This possibility is
appealing given the large difference between the ability of WT-CNK and RTR-inactivated
CNK constructs to rescue the MAPK activation defect (Figure 2.6B).
CNK homologues are present in other metazoans (Figure 2.7B). This evolutionary
conservation strongly suggests that ERKIIVIAPK modules in other species are also regulated
by a CNK activity at the level of RAF. Although the SAM and CRIC domains are relatively
well conserved, the sequence corresponding to the RIR (Figure 2.3E) seems to be unique to
D. melanogaster and A. gambiae. Nonetheless, rat CNK2/maguin isoforms (CNK’s closest
homologues; Figure 2.7B) have been shown to associate with c-RAF (Yao et al., 2000),
which suggest that they contain a region ffinctionally similar to the RIR. If that
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Figure 2.7 CNK, a bimodai regulator ofRAF frmnction
(A) Summary of the effects of CNK on the RAS/MAPK module. The SAM and CRIC
domains are two critical regions integrating RAS’ s signais that then feed at a step between
RAS and RAF. In contrast, the RIR inhibits MEK phosphorylation by RAF by binding to
the RAF cataiytic domain. The question mark and the blunt doted une illustrate the
possibility that the RIR might itself be negatively regulated. KSR acts as a scaffoid
bridging RAF and MEK, thereby augmenting signai transmission (see Introduction).
(B) Structurai comparison of CNK homologues found in Drosophila melanogaster (D me!;
accession #AF100152), Anopheles gambiae (A gam; accession #EAA15086),
Caenorhabditis elegans (C ei; accession #RO1H1O.8) and hurnan (h). There are at ieast three
separate genes in humans: hCNK1 (accession #AF100153), hCNK2A/3 (accession
#AF4 18269 and #AF4 18270, respectively) and hCNK3A/B (accession #AK05591 1 and
#AJ3 10566, respectively). Aithough hCNK2A and hCNK2B are splicing variants, the
situation is flot c!ear for hCNK3A and hCNK3B/PIP3-E. Their respective ESTs were both
mapped to the same chromosomal location (6q25.2; MapView NCBI), but are separated by
approximately 100 kb and have no overlapping sequences. They miglit thus represent to
two separate genes. In addition to the domain composition previousiy described for the
CNK homologues (Therrien et ai., 1998), mammalian and other CNKs found in chordates
(flot shown) have an additional conserved region of approximately 50 amino acids of
unknown function. We named this novel region of homology Conserved egion Among
Chordate CNKs (CRAC) and depicted it as a black star. Simi!ar to the rat MAGUIN
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were the case, it would be important to verify whether mutations dismpting its presumed
negative function have any oncogenic properties. In addition, given the significance the
RAS/MÀPK module plays in tumor formation in humans, the identification of a short
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3.1. Summary
RAF is a critical effector of the small GTPase RAS in both normal and malignant
ceils. Despite intense scrutiny, the mechanism regulating RAF activation remains partially
understood. We show here that KSR, a RAF homologue known to assemble
RAf[MEKJMAPK complexes, regulates RAF activation in Drosophila by a mechanisrn
mediated by its kinase-like dornain that is independent of its scaffolding property or
putative kinase activity. Moreover, we found that KSR is brought to RAF prior to signal
activation by the scaffold protein CNK and a nove! SAM domain-containing protein,
named Hyphen. Interestingly, the association of KSR to the CNKJHyphen complex enables
KSR to stimulate RAF activity in a RAS-dependent manner and this, irrespective of the
ability of CNK to scaffold RAF. Consistent with catalytically-impaired B-RAF oncogenic
mutations recently found to activate endogenous C-RAf, our data are compatible with a
mode! whereby KSR stimulates RAF catalytic function through an allosteric process.
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3.2. Introduction
Signal transmission through the RAF/MEK!ERK pathway, also known as the
MAPK module, is a central event triggered by the small GTPase RAS to regulate a number
of basic cellular processes in metazoans, including ccli proliferation, differentiation and
survival (Pearson et al., 2001; Shields et al., 2000). Unrestrained signaling through this
pathway caused for instance by activating mutations in specific isoforms of either RAS or
RAF lias been linked to several types of cancer in humans and, for some of these, at an
impressiveiy high frequency (Davis et al., 2002; Malumbres and Barbacid, 2003). Because
of potential benefits to human health, extensive efforts have been devoted to identify the
components playing a critical role within the RAS/MAPK pathway and to describe in
molecular terms the signal transfer mechanism. Despite significant progress toward that
latter goal, a number of events have proven particulariy chalienging. One notable example
is the mechanism leading to the activation of the RAF serine/threonine kinase.
Three RAF members have been identified in mammais (A-, B- and C-RAF/Raf-1)
and homologues are present in other metazoans, including C. elegans and Drosophila where
a single gene encoding a protein more ciosely related to B-RAF has been identified (Chong
et al., 2003; Dhiilon and Kolch, 2002). RAF proteins comprise an N-terminal regulatory
region followed by a C-terminal catalytic domain. The N-terminal region includes a RAS
binding domain (RBD), a cysteine-rich domain (CRD) and an inhibitory 14-3-3-binding
site encompassing serine 259 (S259) in C-RAF. The binding of 14-3-3 to this latter site
requires the phosphorylation of the 5259-like residue in RAF proteins, which in tum
mediates their cytoplasmic retention in an inhibited conformation in unstimulated celis
(Morrison and Cutier, 1997). Upon RTK-dependent activation, GTP-loaded RAS binds the
RBD of RAF and facilitates the dephosphorylation of the S259-iike residue, thereby
releasing 14-3-3 and promoting the association of RAF to the membrane (Dhuilon et ai.,
2002; Jaumot et ai., 2001; Light et ai., 2002). A number ofphosphoryiation events are then
required to fuliy induce RAF catalytic activity (Chong et ai., 2003). Although some are
isozyme-specific, two are probabiy common to ail members and affect conserved
serine/threonine residues (T598 and S601 in B-RAF) situated in the activation ioop of the
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kinase domain (Zhang and Guan, 2000). Mutational analyses as well as a recent
ciystallographic study of the B-RÀF kinase domain strongly suggest that phosphorylation
of these residues plays a critical role in the final stage of activation by destabilizing an
inhibitory interaction that takes place between the P loop (sub-domain I) and the DfG motif
(sub-domain VII)/activation loop of the kinase domain (Wan et al., 2004). The mechanism
and kinase(s) leading to the phosphorylation of these residues are unknown.
A number of scaffold proteins have also been suggested to regulate RAF activity
(Kolch, 2000). However, their mode of action and functional interdependency is poorly
understood. One example corresponds to the Kinase Suppressor of RAS (KSR) members,
which are known to assemble RAF, MEK and MAPK into functional complexes (Morrison
and Davis, 2003). Interestingly, these proteins are structurally related to RAF, although
they have some key differences. For example, they do not contain an RBD, but comprise a
unique region called CAl, which was found in Drosophila to enable KSRJRAF interaction
(Roy et al., 2002). Further, they possess a kinase-like domain that appears to be devoid of
kinase activity, but which constitutively binds MEK (Morrison and Davis, 2003). While the
ftmction of KSR as a scaffold of the MAPK module lias been convincingly documented,
genetic characterization of the single ksr gene found in Drosophila suggested that its
activity is also required upstream of RAF (Therrien et al., 1995). This other role, however,
has not been determined.
Connector eNhancer of KSR (CNK) is another scaffold protein acting as a putative
regulator of RAF activity. As for KSR, its activity is essential for multiple receptor tyrosine
kinase (RTK) signaling events where it appears to regulate the MAPK module at the level
of RAF (Therrien et al., 199$). CNK homologues have been identified in other metazoans
and evidence gathered in mammalian celi lines supports their participation in the regulation
of B- and C-RAF (Bumeister et al., 2004; Lanigan et al., 2003; Ziogas et al., 2005). In flues,
CNK associates directly with the catalytic dornain of RAF through a short amino acid
sequence called the RAF-Interacting Motif (RIM) and modulates RAF activity according to
the RTK signaling status (Douziech et al., 2003; Laberge et al., 2005). In absence of an
RTK signal, CNK-bound RAF is inhibited by a second motif adjacent to the RIM, called
the Inhibitory Sequence (IS). Upon RTK activation, CNK integrates RAS and Src signals
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thereby leading to RAF activation. The ability of RAS to promote RAF activation was
found to strictly depend on two domains, a Sterile-Aipha Motif (SAM) domain and the so
called Conserved Region in CNK (CRIC) domain located in the N-terminal region of CNK
(Douziech et al., 2003). The molecular role of these domains is currently unknown. On the
other hand, the binding of a Src family kinase, Src42, to an RTK-dependent phospho
tyrosine residue (pYl163) located C-terminal to the IS motif appears to release the
inhibitory effect that the IS motif imposes on RAF catalytic function (Laberge et al., 2005).
In this report we investigated the role of CNK’s SAM and CRIC domains during
RAS-dependent RAF activation in Drosophila S2 cells. Strikingly, we found that their
activity is mediated by KSR, and that KSR stimulates RAF catalytic function independently
of its capacity to bridge together RAF and MEK. This effect occurs at a step upstream of
the activation ioop phosphorylation, but downstream of the dephosphorylation of the S259-
like residue, thus indicating that it regulates the final stage of RAF activation. While the
catalytically devoid KSR kinase domain appears to be the primary effector of this event,
CNK participates in at least two ways: 1) it assembles a KSR!RAF complex in vivo
independentÏy of RAS signals by interacting separately with the kinase domains of KSR
and RAF through its SAM domain and RIM element, respectively; 2) its CRIC domain
promotes CNK-bound KSR activity toward RAF in a RAS-dependent marmer. Finally, we
found that the KSR!CNK interaction depends on a novel and evolutionarily conserved
SAM dornain-containing protein, Hyphen, whose presence is essential for RAS-induced
signaling through the MAPK module at a step upstream of RAF. Together, this work
unveils a network of interacting scaffolds that not only coordinate the assembly of the
MAPK module in Drosophila, but which also regulates the catalytic function of RAF.
Sirnilarly to catalytically-impaired but conformationally-active B-RAF oncogenic variants
that have been recently identified (Wan et al., 2004), we propose that KSR acts as a natural




Copper-inducibie flag-tagged NT-CNK constructs have been previously described
(Therrien and ai., 199$). CNKNTL? was depicted by Douziech et al (2003) pMet-flag
CNK-NT155° was generated by adding a stop codon at the indicated position by quick
change mutagenesis.
pMethaRASVt2, pMet-pyo-RÀF, pMet-myc-MEK1 constnicts were described by
Roy and al (2002). pMet-V5-KSR was made by introducing an oligonucleotide encoding
the V5 epitope (GKPIPNPLLGLDST) into the Sacli site of pMet-KSR in place of the first
methionine. The V5 epitope was also introduced into pMetKSRK7OSM, pMet-KSR”,
pMetKSRD88l7A and pMetKSRC922\’ previousiy described by Roy and al (2002). V5-
K$RG6S8E was generated by mutating the glycine at the position 688 into glutamic acid,
whereas V5KSR16967o3T was done by changing alanine 696 and 703 residues into valine
and tbreonine respectively. The arginine 732 was mutated into histidine to generate the V5-
KSRl732H mutant. Ail mutants mentioned above were generated by quick change
mutagenesis and verified by sequencing. KSR-AC655 and KSR-AN656 constnicts
correspond to amino acid positions 2 to 656 and 657 to 967 respectively. Mutant forms of
pMet-pyo-RAF referred below were also generated by quick change mutagenesis. pyo
RÀFDmut was generated by changing angine 174 into a leucine. Both 249 and 252
cysteine residues were mutated into serines to create the To
fabricate the S346A KSR mutant, the serine 346 located into the 14-3-3 binding site was
rnodified into an alanine. Potentiai threonine 571 and 574 phosphorylation sites located in
the activation ioop were either mutated into aianines, referred as ALAA mutant, or into
giutamic acid and aspartic acid respectively to generate the AL RAF mutant.
DNA fragment corresponding to Drosophiia HYP (GenBank accession CG30476)
was amplified by PCR with an oligonucleotide having in 5’ a sequence encoding two AU5
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epitopes (TDFYLK) after what the PCR was subcÏoned into the pRrnHA-5 vector. pMet
pyo-HYP was generated by subcloning into pMetpyoRAFCT.
Genomic construct used for in vivo rescue experiments of cnk loss-of-function
alleles was described in Laberge et al. (2005).
3.3.2. Ceil culture, transfection, protein analysis and antibodies
$2 ceils were maintained into 2.5% FBS-containing Schneider (Invitrogen Inc.) or
serum-free insect celi media (Sigma). DNA and dsRNA transfections as well as NP-40 ceil
lysates and immunoprecipitations were conducted essentially as previously described (Roy
and al., 2002). Sources for Œ-CNK, a-MAPK, Œ-pMAPK, a-MEK, Œ-pMEK, Œ-RAF, a
HA, u-MYC and cc-PYO antibodies were described in Douziech et al. (2002). u-KSR
monoclonal antibody was also mentioned previously (Therrien et al., 1996). Monoclonal c
V5 and polyclonal Œ-AU5 antibodies were obtained from Invitrogen and Bethyl
Laboratories, respectively.
3.3.3. RNA1 experiments
Double-stranded RNA production and RNAi experiments in 52 ceils were
conducted essentially as described in Roy et al. (2002). For rescue experiments in celi
cultures, dsRNAs specifically targeted the 3’-UTR sequences of the selected endogenous
transcript, which were then restored by constructs using the adh 3’-UTR sequences as
previously described (Douziech et al., 2003). The fifteen SAM domain-containing proteins
selected for RNAi were the following: CG4719, CG9098, CG9126, CG10743, CG11199,
CG11206, CG12424, CG13320, CGI3$59, CG13996, CG15625, CG16757, CG30476,
CG31163, and CG31187.
3.3.4. Genetics
Fly culture, crosses and procedures to generate transgenic flues were conducted
according to standard protocols.
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3.4. Resuits and Discussion
3.4.1. CNK and KSR are Required for Activation of the
Catalytic Domain of RAF
To investigate how the N-terminal region of CNK (NT-CNK) regulates RAF
activation, we took advantage of a KSR-dependent MEK activation assay based on
Drosophila proteins that was previously used to demonstrate KSR’s ability to facilitate
MEK phosphorylation by RAF (Roy et al., 2002). In that assay, co-expression of wild-type
variants of epitope-tagged KSR, RAF and kinase-inactivated MEKDA, is sufficient to
induce MEK phosphorylation on activating residues S237 and $241 (figure 3.1, compare
lanes l-3), which could be further enhanced by co-expression of RAS”12 (lane 4).
Interestingly, co-expression of NT-CNK (amino acid position 2-384; Figure 3.1B) along
with KSR, RAF and MEK, also enhanced MEK activation (lane 5), thus indicating that the
effect of NT-CNK is integrated by the KSR/RAF/MEK complex. Consistent with the
cooperation observed between activated RAS and NT-CNK (Douziech et al., 2003), their
co-expression with KSR, RAF and MEK resulted in a synergistic activation of MEK
(compare lanes 4 and 6, or lanes 5 and 6). The specificity of this assay stili critically
depended on RAF catalytic ftmction as a kinase-impaired RAF mutant (RAfKM) did flot
support MEK activation (lane 7). In contrast, although the presence of KSR was absolutely
essential for MEK phosphorylation (see below), its fiinction did flot appear to depend on a
putative kinase activity as a presumed catalytically-impaired mutant was as active as wild
type KSR (compare lanes 6 and 8, and see below). Finally, and most importantly, NT-CNK
activity depended on the integrity ofits SAM and CRIC domains (lanes 9 and 10).
The assay presented above provided us with a molecularly tractable system to
narrow down RAF regulatory event(s) that is/are positively modulated by CNK. To address
this point, we independently mutagenized four regions within RAF known to carry out
distinct function and evaluated how this affected the response to NT-CNK. These regions
included the RBD, the CRD, the S259-Ïike residue (S346) within the N-terminal 14-3-3-
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Figure 3.1 The N-terminal Portion of CNK Augments KSR-Induced MEK phosphorylation
by RAF
(A) S2 ceils were transfected using the indicated combinations of myc-MEK1 (65 ng to 90
ng), pyo-RAF wild-type (wt) (25 ng to 35 ng) or K455M (90 ng), V5-KSR wt or K705M (4
ng to $ ng), ha-RAS”2 (30 ng to 50 ng) and wt (35 ng) or mutant (100 ng) CNKNT
constructs. Ceils were lysed 36 h post-induction and RAF activity was assessed by
immunoblotting using anti-phosphoMEK (Œ-pMEK). Proteins levels were determined
directly from cell lysates using appropriated antibodies indicated to the right. Resuits
presented here and thereafter are representative of at least three similar experiments.
(B) Schematic of the main Drosophila RAF, K$R and CNK constructs used in this study.
For RAF: the Ras binding domain (RBD), the cysteine-rich domain (CRM) and the
catalytic domain of RAF (black box) are depicted. For KSR: In addition to a putative
kinase domain (black box), the conserved areas 1 (CAl) and the cysteine-rich motif (CRM)
are some other features of the KSR protein. For CNK: it lias various domains/elements:
sterile alpha motif (SAM); conserved region in CNK (CRIC); PSD95/DLG-1/Z0-1 domain
(PDZ); proline-rich strech (Pro); pleckstrin homology domain (PH) and the RAF-inhibitory
region which is a negatively acting bipartite region (RIR) (Douziech et al., 2003). Solid
lines, labeled to the left, denote the various KSR and CNK deletion constructs used in this
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binding site and the two phospho-accepting threonine residues (1571 and 1574) within the
activation ioop ofthe kinase domain (Figure 3.1B). To ensure that endogenous RAF did flot
influence the output, we specifically depleted it by RNAi using a double-stranded (ds) RNA
targeting its 3’UTR sequences. Given that the RAF constructs contained heterologous
3’UTR sequences (see Materials and Methods), exogenous RAF expression was flot
affected by the 3’UTR dsRNA. As shown in Figure 3.2A, co-transfection of RAS”2 with
KSR and MEKDA (-1+ NT-CNK) in the absence of RAF did flot induce MEK
phosphoiylation (lanes 1 and 2), while similar co-transfections that included wild-type RAF
(WT) restored MEK phosphorylation (lane 3) as well as the response to NT-CNK (lane 4).
Interestingly, addition of NT-CNK further reduced RAF mobility (compare lanes 3 and 4,
Œ-PYO panel). This event is most likely due to phosphorylation as the mobiïity shifis could
be eliminated by in vitro phosphatase treatment (data flot shown). Although the
phosphorylation sites and their functional relevance are unknown, there is a tight
correlation between the positive effects ofNT-CNK and RAF mobility shifi, which we used
as a second readout ofNT-CNK effect on RAF. Inactivation ofthe RBD, CRD and 14-3-3-
binding site worked as expected: both the RBD and CRD mutations decreased RAF
activity, whereas the S346A mutant was more active than WT (compare lanes 3, 5, 7 and
9). Interestingly, none of those variants impeded the response to NT-CNK (lanes 5-10),
thus indicating that NT-CNK is probably flot regulating the ability of the RAF N-tenninal
domain to associate with either RAS, the plasma membrane or 14-3-3. Nonetheless, it is
remarkable that even though the RÀFDmut variant no longer associates with RAS (data not
shown), the effect of NT-CNK on this mutant stili depends on RASV12 (data not shown),
thus further demonstrating the RAS-dependency of NT-CNK activity. Next, we evaluated
the effect of oppositely acting mutations within the activation loop (AL) of the kinase
domain. Mutations changing 1571 and T574 to phospho-mimetic residues (AL) resulted
in a strongly activated RAF variant (lane 11). Surprisïngly, this mutant no longer responded
to NT-CNK (lane 12). To ensure that the levels of MEKDA were not limiting under those
conditions, we conducted similar experiments using decreasing amounts of RAF and
obtained similar resuits (Supplementaiy Figure 3.1). Conversely, changing the same
threonine residues to alanine (ALAj produced a potent loss-of-ftmnction that yet retairied
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Figure 3.2 CNK and KSR Activities are Required Upstream of the RAF Activation Loop
Phosphorylation Event
(A) $2 celis were transfected using the indicated combinations of myc-MEK (55 ng to
85 ng), haRASVl2 (20 ng to 30 ng), V5-KSR (2 ng to 5 ng), CNKNT (35 ng) and wt or
mutant forms ofRAF (20 ng to 150 ng). Various construct amounts were used to adjust for
their apparent difference in expression levels. In each condition, RNAi against the 3 ‘UTR
of endogenous RAF was also transfected (500 ng). Celis were lysed 36h post-induction
and pMEK levels were examined.
(B) $2 celis were transfected with myc-MEK alone (70 ng) or with the indicated
combinations of RAF-AL1° (20 ng), ha-RAS”12 (30 ng), V5-K$R (4 ng), CNKNT (35 ng)
and 500 ng of RNAi against RAF 3 ‘UTR. Lysates were done as in (A) and proteins levels
were determined using appropriated antibodies indicated to the right.
(C) $2 ceils were transfected with the indicated combinations of myc-MEK (70 ng), ha
RAS”12 (30 ng), pyo-RAF-AL (20 ng) or double mutant (20 ng).
RNAi against the 3 ‘UTR of endogenous RAF was also introduced by transfection (500 ng).
Ceils were lysed as in (A) and examined for pMEK levels.
(D) S2 celis were plated in absence or in presence of RAF 3’UTR dsRNA (10 ug) in
combination with either KSR (10 ug), CNK (10 ug) or GFP (10 ug) dsRNAs for 24h. Celis
were then transfected with ha-MAPK alone (130 ng to 225 ng) or with the indicated
combinations of ha-RAS”12 (90 ng to 176 ng), pyo-RAF-AL’ (13 ng to 16 ng) or
pyoRAFs346A (20 ng to 45 ng). dsRNA against GFP, CNK, KSR and RAF 3’UTR were
also transfected in certain conditions (250 ng). The ceils were induced for 18h before doing
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Supplemental figure 3.1 CNKNT does flot augment RÀfED activity
S2 ceils were co-transfected RAF 3’-UTR dsRNA (500 ng) and the indicated combinations
of myc-MEKDA (70 ng), V5-KSR (4 ng), ha-RASV12 (30 ng), NT-CNK (35 ng), with
either pyo-RAF wt (30 ng) (lanes 1 and 2) or the indicated amounts of pyo-RAF-AL.
Ceil lysates were prepared 36h post-induction of expression and levels of pMEK or of the
transfected proteins were determined by immunoblots.
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some capacity to respond to NLCNK (lanes 13 and 14). Taken together, these resuits
suggest that NT-CNK activity controls a step leading to 157 1-T574 phosphorylation and
that this activity either is distinct or has broader consequences than the phosphorylation
event per se as the ALAA mutant stili responded to NT-CNK.
The inability of pJSfED to respond to NT-CNK prompted us to determine whether
this was specific to CNK or whether this mutant also no longer integrated RAS and KSR
activities. lnterestingly, although RAFE) activity could be further increased by RAS”12
(Figure 3.2B, compare lanes 2 and 3), it was flot influenced by KSR expressed either alone
(lane 4) or in combination with RAS andlor NT-CNK (lanes 5 and 6, and data flot shown).
Given the presence of an intact RBD in RAf, we verified whether it accounted for its
responsiveness to RAS even if the RAS-dependent NT-CNK effect did not modulate
J?jSf As shown in Figure 3.2C, this appeared to be the case as a RAFDmutED double
mutant lost the capacity to respond to RAS”12 (lane 5). This finding therefore provides
further evidence that the RBD-dependent and the NT-CNK-dependent steps are two
independent RAS-mediated events. Curiously and in sharp contrast to RAF’JT or any of the
other RAF mutants that has been tested so far, the fact that RAF could flot be modulated
by KSR expression suggests that the RAf-MEK bridging effect of KSR is not critical for
the ability of RAF’ to phosphorylate MEK even if, as RAFT, RAF does flot stably
associate with MEK (data flot shown). Together, these resuits suggest that the scaffolding
function of KSR is secondary to a more critical role played by KSR and which influences
the activation loop ofRAF.
To determine whether endogenous CNK and KSR are also required at a similar step,
we depleted their respective contribution by RNAi and assessed the impact on RAF’
activity using MAPK activation as readout. We conducted these experiments in the
presence of RAS”12 so that appropriate RAS signais were provided to endogenous CNK
and KSR. In addition, we depieted endogenous RAF by RNAi and restored it with similar
amounts of the two distinct RAF gain-of-function tested above: RAFS346 and RAFE. As
shown in figure 3.2D, neither CNK nor KSR depletion reduced RAF1’ activity. In
contrast, the activity of RAFS346 was affected by the removal of endogenous CNK and
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KSR. Together, these resuits are consistent with a model whereby CNK and KSR activities
are both required for events leading to the activated state of the RAF activation ioop
occurring downstream ofthe dephosphorylation ofthe S259-like residue.
3.4.2. The Kinase Domain of KSR Mediates CNK Activity
Using a strategy analogous to the one used for RAF, we next wanted to determine
whether KSR is required for NT-CNK’s positive function and if that is the case, then
determine which structural features of KSR is mediating the effect. As for the above
experiments, endogenous KSR was depleted by RNAi. First, we conducted a control
experiment where pfWT and MEKDA were co-transfected in the absence of KSR
to show its strict requirement for MEK phosphorylation (Figure 3.3A, lane 1). Strikingly,
co-transfection of NT-CNK under those conditions did flot significantly elevate MEK
phosphorylation nor did it increase RAF mobility shift (lane 2), thus demonstrating that
KSR is essential for the positive effect of CNK on RAF. Indeed, introduction of KSR along
with RAS”2, RAFWT and MEKDA restored MEK activation (lane 3), which could be further
enhanced by NT-CNK (lane 4). We then tested the impact of KSR mutants on the ability of
NT-CNK to stimulate MEK phosphorylation. We first evaluated two mutants that have
either a decreased RAF binding (KSRmut) or a disnipted MEK binding (KSRC922Y)
activity. As previously shown (Roy et al., 2002), these mutations strongly reduced KSR
activity (lanes 5 and 7). Interestingly, although the absolute output of pMEK was weaker
than for KSRT, they were nonetheless capable of supporting NT-CNK activity (lanes 6
and 8). These results are especially surprising for KSRc922’ as this variant totally lost its
capacity to interact with MEK (Roy et al., 2002; see below). Therefore, these flndings
suggest that NT-CNK depends on a functional aspect of KSR that is distinct from its
scaffolding property. b roughly delineate the region of KSR that is integrating NT-CNK
function, we tested the ability of the N-terminal portion (K5R1655; F igure 3.1B) or the
C-terminal portion (KSR656’°°3) of KSR to mediate NT-CNK effect. Strikingly, the isolated
kinase domain of KSR, albeit weakly, was capable of integrating NT-CNK function
(compare lanes 11 and 12), whereas the N-terminal domain was totally inert (lanes 9 and
10), thus suggesting that NT-CNK effect is integrated by the kinase domain ofKSR.
135
A KSR
- wT CA1’t C922Y AC655 AN656
NT-CNK ÷ + + + + +
÷ + + + + + + ÷ + + + ÷
I — iii —
.. f
IÏIÏ Ïp::::i:ÏIÏaliêfr a-MYC fMEK)
‘ I_a S s 555f PYO)
I a IS S I 1 a V5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B
A696V- D800A- A703T-
KSR WT K705M G688E A703T R732H D817A C922Y C922Y
NT-CNK + + + + + + + +
RAShl2/RAF/MEKDA ÷ + + + + + + + ÷ ÷ ÷ + + + + +
I cx
a-MYC (MEK)
1S ai s IÏI cx-PYO(RAF)
IeSISSSaSaRaIŒv5tKs
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
figure 3.3 CNK Activity is KSR-dependent
(A) $2 ceils were transfected using indicated combinations of mycMEKDA (70 ng),
pyo-RAF (25 ng+NT, 30 ng), ha-RAS”2 (30 ng), CNKIT (35 ng) either with or without wt
or mutant KSR constructs (2.5 ng to 10 ng). Various construct amounts were used to adjust
for their apparent difference in protein levels. RNAi against the 3’UTR of endogenous
KSR was also transfected in each condition (500 ng). 36h post-induction, ceils were Iysed
and RAF activity was deterrnined by analyzing MEK phosphorylation. (B) $2 celis were
transfected and analyzed as in (A) using the indicated combinations of myc-MEK’ (70
ng), pyo-RAf (25 ng+NT, 30 ng), ha-RAS”2 (30 ng), CNKNT (35 ng), wt or mutant forms
ofKSR (4 ng to 11.25 ng) and KSR 3’UTR dsRNA (500 ng).
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b further explore the relevance of the kinase domain of KSR in mediating CNK’s
positive function, we compared the activity of a panel of kinase domain mutations in full
length KSR. As shown above, replacement of the typically critical lysine residue
(KSRK705M) located in subdomain II did not perturb KSR’s ability to integrate NT-CNK
activity (Figure 3.2B, lanes 1 to 4), which again indicated that the positive effect of KSR
and CNK on RAF does flot involve standard kinase activity. In support for this conclusion,
we found that KSRDS0O 8l7A another catalytically-irnpaired mutant, retained the ability to
respond to NT-CNK (lanes 11 and 12), even though it behaved as a strong loss-of-function
given its disrupted MEK-binding activity (Roy et al. 2002; see below). In addition to the
C922Y mutation, a number of point mutations located in the putative kinase domain have
been recovered from genetic screens in Drosophila and C. elegans (Komfeld et al., 1995;
Sundaram et al., 1995; Therrien et al., 1995). We tested some of these mutations to
determine whether any of them attenuated the response to NT-CNK. They included the
G68$E mutation and the A696V-A703T double point mutation that changed highly
conserved residues within subdomain I (ATP-binding site) and sub-domain II, respectively,
as well as the R732H mutation that affects a relatively well-conserved residue located
between subdomains III (ctC helix) and IV. Intriguingly, although KSRG688E retained some
capacity to respond to NT-CNK (lanes 5 and 6), and thus behaved similarly as KSRc922’
and KSRDsoo$l7A, the two other mutants (KSRA696\/?o3T and KSRR732FI) were totally inert
(lanes 7 to 10). The failure of the A696V-A703T or R732H mutations to mediate NT-CNK
effect suggests that they disabled an essential aspect of KSR function, thereby preventing
any KSR-mediated activity.
3.4.3. KSR is More than a Scaffolil Connecting MEK to RAF
Mutations in KSR dismpting MEK or RAF binding, such as KsRm.1t, KSRc922’
or KSRDsooT)sl7A had been previously shown to impair KSR activity and were actually
used as evidence to argue that KSR has a scaffolding role within the MAPK module (Roy
et al., 2002). To determine whether the three new mutations tested above could be
explained in similar terms, we assessed their ability to associate with MEK and RAF.
Compared to KSR\T, KSRG68SI3 displayed a reduced MEK binding activity (Figure 3.4A,
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compare lanes 2 and 5), but interacted normally with RAF (Figure 3.4B, compare lanes 2
and 5). The reduced association of KSRG68$E with MEK would 5e consistent with its loss
of-function behavior, although it is surprising that it is flot more active than the two KSR
mutants (KSRD8oo8l7A and KSRC922’) that entirely lost MEK binding (Figure 3.4A, lanes
8 and 9). Unexpectedly, the two strongest mutants, KSR696\/7o3T and KSRR732l, showed
normal association with either MEK (Figure 3.4A, lanes 6 and 7) or RAF (Figure 3.4B,
lanes 6 and 7) and thus their inactivity could not be explained by a lack of MEK or RAF
binding. Another property of KSR, which is a consequence of independent RAF and MEK
binding, is its ability to bridge RAF and MEK. We verffied this property and found no
evidence that these two mutants are less capable than KSRvT to induce a RAF/MFK
complex (Figure 3.4C and data not showa). Together, these findings demonstrated that the
mere bridging of RAF and MEK by KSR is flot sufficient for RAF to phosphoiylate MEK
and therefore KSR must control another event.
3.4.4. CNK Links KSR to RAF
Our results thus far suggest that CNK and KSR positively regulate RAF at a sirnilar
step and that CNK could flot stimulate RAF activity without KSR. Based on this functional
dependency, we investigated the possibiïity that CNK and KSR physically interacted. To
verify this, we co-expressed Flag-tagged CNK and V5-tagged KSR in S2 ceils,
immunoprecipitated KSR from celi lysates and looked for the presence of CNK in the
immunoprecipitate. As shown in Figure 3.5A, we found that CNK and KSR indeed formed
a complex when co-expressed together (lane 2). Given that both proteins can also associate
with RAF, we conducted a similar experiment under conditions whereby endogenous RAF
had been depleted by RNAi to determine whether RAF was mediating the CNKJKSR
association, but found no evidence for this scenario (data flot shown and see below). To
narrow down the region of CNK involved in this association, we tested the ability of an N-
terminal (NT550-CNK) and a C-terminal (CT-CNK) CNK construct (Figure 3.1B) to co
immunoprecipitate with KSR. These experiments showed that only the N-terminal region
of CNK associated with KSR (Figure 3.5A, lanes 3 and 4), thus indicating that a KSR
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Figure 3.4 Two Inactive KSR Mutants Retain their Ability to Associate with RAF and
MEK
(A) S2 ceils were transfected with myc-MEK’ (400 ng) alone or with wt KSR (120 ng) or
one of the indicated KSR mutants (150 to 450 ng). Various amount of K$R constructs
were used to adjust protein expression levels. Celi lysates were prepared 36 h
post-induction and either directly used to evaluate proteiri levels or immunoprecipitated
with anti-V5 antibody to examine the amounts ofmycMEKA associated with KSR.
(B) S2 celis were transfected and analysed as in (A) using pyo-RAF (400 ng) alone or in
combination with either wt KSR (150 ng) or KSR mutant constructs (150 to 180 ng).
(C) S2 ceils were transfected with myc-MEK (400 ng) and pyo-RAF (250 ng) constmcts
either alone (lane 3), with wt KSR (100 ng) or KSRA6967o3T (240 ng); control (lanel) used
100 ng ofwt KSR. Ceil lysates were prepared 36h post-induction and immunoprecipitated
with the anti-pyo antibody to measure associated MEK and KSR levels by immunoblot


























































Figure 3.5 CNK Mediates the Formation ofa KSR!RAF Complex
(A) $2 cells were transfected using indicated combinations of ftag-tagged CNK (500 ng),
CNKTT55o (80 ng), CNKCT (600 ng) constructs with wt KSR (100 ng). 36h post-induction,
lysates were immunoprecipitated by anti-V5 to reveal the associated CNK. A non specific
hand marked by a star in celi lysates is revealed by immunoblotting with the anti-flag at the
CNKCT position.
(B) $2 ceils were transfected with either wt (80 ng) or mutant forms of CNKNT55o ($0 to
120 ng) in combination with wt KSR (100 ng); control (lanel) used $0 ng ofwt CNKNT55o
Ceils were lysed 36 h post-induction and immunoprecipitated by monoclonal anti-VS
antibody to examine CNK/KSR association. Protein levels were determined by
immunoblot analysis.
(C) $2 ceils were transfected or flot (lane 1) with either wt KSR (100 ng) or one of the
indicated KSR mutants (100 ng for K705M, 150 ng for the others). 36 h post-induction,
celis were lysed and immunoprecipitated with monoclonal anti-VS antibody to examine the
presence of endogenous CNK, RAF and MEK proteins associated with KSR. Protein
levels were also evaluated with appropriated antibodies.
(D) $2 cells were plated with 50 jig of the indicated dsRNAs. Ceils were lysed 4 days
after and irnmunoprecipitated using a monoclonal anti-KSR antibody to examine
endogenous protein complex formation. Two 100 mm dishes have been pooled for each
condition except for lane 7 which contains 5 dishes to adjust endogenous protein levels.
Lane 1 contains no RNAi but has been treated the same way.
(E) $2 cells were either incubated in absence (lane 1 and 2) or in presence of RNAi (26 tg)
against the 3 ‘UTR of CNK. 24 h after, ceils were transfected using indicated combinations
of V5-K$R (200 ng), CNK 3’UTR dsRNA (500 ng) and wt or mutant CNK constructs
containing the ADH 3’UTR sequences (150 ng). 36 h post-induction, cells were lysed and
immunoprecipitated with anti-VS antibody to examine the complex formation. Protein
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binding site resides in this area. Similar resuits were obtained with the shorter NT-CNK
variant used in the functional studies, although that variant migrated immediately below the
immunoglobulin heavy chain and thus was partly masked (data not shown). To determine if
any of the three conserved domains of the N-terminal region of CNK is required for the
association with KSR, we tested the effect of individual point mutations inactivating each
of these in the NT550-CNK context. Markedly, inactivation of the SAM domain resulted in
a severe loss of KSR binding (Figure 3.5B, lane 3), whereas the CRIC or PDZ domain
mutations did not alter the association (lanes 4 to 6). We next sought to determine which
region of KSR interacted with CNK. During the course of this work, we noticed that
expression of V5-KSR in S2 celis associated with endogenous CNK, RAF and MEK as
determined by co-immunoprecipitation and immunoblot analysis (Figure 3.5C, lane 2; and
data flot shown). We thus tested the isolated N- and C-terminal domains of KSR for their
abiÏity to associate with endogenous CNK. Consistent with the fact that NT-CNK activity is
integrated by the kinase domain of KSR (Figure 3.4), we found that endogenous CNK
specifically associated with the C-terminal KSR construct (Supplementary Figure 3.2A).
Similar resuits were obtained with Flag-tagged CNK or NT-CNK constructs (data flot
shown). Taken together, these results identify the SAM domain of CNK as a KSR-binding
interface and provide a molecular link to explain NT-CNK ftinctional dependency toward
KSR.
Given the ability of V5-KSR to associate with endogenous CNK, RAF and MEK
(Figure 3.5C, lane 2), we took advantage of our panel of KSR kinase domain mutants to
determine which residues are critical for those associations. As expected, the CAl mutant
only significantly affected the association with endogenous RAF (Figure 3.5C, compare
lanes 2 and 3). Interestingly, the mutants that disturbed MEK binding (i.e. KSRG68$E,
KSR’800”817’ and KSRc922’Y’) also reduced the association with CNK (Figure 3.5C, lanes
5, $ and 9), thus suggesting that MEK- and CNK-binding to KSR depend on a common
regionlarchitecmre of the putative kinase domain. Nonetheless, we were intrigued by the
fact that two ofthese mutations (D$OOA-D$17A and C922Y) strongly affected endogenous
CNK binding and yet responded to NT-CNK (Figure 3.3B). We verified whether NT-CNK
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Supplemental Figure 3.2 The kinase dornain ofKSR interacts with endogenous CNK
(A) S2 ceils were transfected with V5-KSR (100 ng), V5-KSR1-655 (100 ng) or V5-
KSR656-1003 (50 ng). Celi lysates were prepared 36h post-induction and
immunoprecipitated using the anti-V5 antibody. Endogenous CNK associated to the KSR
variants was then monitored by immunoblots using an anti-CNK antibody.
(B) MEK overexpression restores the association between endogenous CNK (or NT550-
CNK) and KSR variants. S2 celis were co-transfected with KSR 3’UTR dsRNA (500 ng)
and the indicated combinations of V5-KSR (120 ng), V5-KSRDADA (600 ng), V5-
KSRC922Y (450 ng), NT550-CNK (100 ng), with or without myc-MEKDA (400 ng). Ccli
lysates were prepared 36h post-induction and either directly used to monitor protein levels
or imrnunoprecipitated with anti-V5 to determine the amounts of both endogenous CNK













































could stili associate with these two mutants and found that although the interactions were
decreased, there was significant binding especially in a context of MEK overexpression
(Supplementary Figure 3.2B, and data flot shown), thus explaining the responsiveness of
these mutants to NT-CNK. Another interesting observation was that the two most severe
mutants, KSRA696v7o3T and KSRR732FI, interacted normally with CNK as well as with
MEK and RAF (lanes 6 and 7), therefore ruling out a binding defect with these proteins.
Finally, and most surprisingly, the mutations affecting MEK and CNK binding also
impeded endogenous RAF binding (lanes 5, $ and 9), which contrasts with the K$R!RAF
co-overexpression resuits shown in Figure 3.4B. This apparent paradox might be due to the
fact that there is more than one site of interaction between KSR and RAF and that one of
these sites is indirectly mediated by an endogenous protein whose association to K$R is
itself disrupted by the mutations affecting RAF binding. Given their similar binding
profiles, endogenous CNK andlor MEK could be acting as mediators of the K$RJRAF
association. Before testing this hypothesis, we wanted to ensure that a
KSR/CNKIRAF/MEK complex genuineiy existed in vivo. To accomplish this, we
immunoprecipitated endogenous K$R from plain $2 ceils and probed the
immunoprecipitates for the presence of endogenous CNK, RAF and MEK. As shown in
Figure 3.5D, the KSR antibody indeed brought down ail four proteins (lane 1), whereas
elimination of endogenous K$R by RNAi prevented their detection (lane 5), hence
demonstrating the presence of such a complex in $2 cells. We then took advantage of this
simple immunoprecipitation procedure and used RNAi-treated cells to ask whether
endogenous RAS activity is required for complex formation and if any of its known
constituents mediates some of the associations. Depletion of endogenous RAS did not alter
the ability of K$R to associate with CNK, RAF and MEK (lane 3), thus indicating that
complex formation pre-exists to RAS activation. No effect also was detected when MAPK
was depleted (iane 8). Besides abrogating their own presence in the complex, depletion of
endogenous RAF or MEK did not alter the association of the other members of the complex
(lanes 4 and 7). In contrast, depletion of endogenous CNK eliminated the association of
RAF to K$R. Taken together, these findings strongly suggest that MEK and CNK interact
with KSR independently, whereas the K$RIRAF association is mediated by CNK, which
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would explain why mutations in KSR that impede CNK binding also affect endogenous
RAF binding.
We next sought to determine which domain(s)/element(s) in CNK are mediating the
KSR/RAF association. To manipulate experimentalÏy the CNK-dependent KSR!RAF
association, we depleted endogenous CNK by RNAi and rescued its presence by
transfecting non-targetable CNK constructs. As shown in Figure 3.5E, depletion of
endogenous CNK prevented co-immunoprecipitation of endogenous RAF with V5-KSR
(compare lanes 2 and 3, panel Œ-RAF), whereas transfection of a wild-type CNK constrnct
restored the interaction (lane 4). As predicted from the above binding studies, a rescue
construct carrying a SAM domain mutation was incapable of restoring endogenous RAF
binding as it failed to associate with V5-KSR (lane 5, Œ-RAF and a-CNK panels,
respectively), thereby identifying the SAM domain as one of the critical points of contact to
bridge KSR and RAF. On the other hand, a loss-of-function mutation within the CRIC
domain did flot prevent the formation of the KSR/RAF complex, therefore suggesting that
the positive action of the CRIC is distinct from KSRJRAF complex formation. We
previously showed that the kinase domain of RAF binds a short sequence motif in CNK
narned the RAF-Interacting Motif (RIM; Douziech et al., 2003). We thus verified whether
this element is involved in the KSRIRAF interaction. Strikingly, a CNK rescue construct
carrying a mutation in this elernent completely failed to restore the KSRJRAF association,
even though it interacted normally with KSR (lane 7). Together, these findings provide
strong evidence that the SAM domain and the RIM element are, respectively, specific
bridging sites for KSR and RAF and thereby enable the assembly of a KSR!RAF complex.
If the ability of CNK to bring together KSR and RAF is functionally relevant for the
pathway, then one would predict that both the SAM domain and the RIM element are
positively required for normal CNK function. While this appears to be the case for the
SAM domain (Figure 3.1A and Douziech et al., 2003), it is less clear for the RIM. Indeed,
this element was initially defined as part of the so-called RAF Inhibitory Region (RIR;
Douziech et al., 2003), which together with the IS element is essential for CNK’s inhibitoiy
effect on RAF. For instance, unlike wild-type CNK, shorter versions of CNK that do not
contain these two motifs or full-length RIR-inactivated mutants have been found to
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strongly collaborate with RAS when tested by overexpression in S2 celis or during
Drosophula eye development (Douziech et al., 2003; and Figure 3.1). Although these data
were obtained using overexpressed proteins, we recently conducted complementation
assays in vivo using non-overexpressed genomic rescue constructs to show that the IS
element of CNK lias a genuine negative role with respect to RAF and that the RTK
dependent binding of Src42 to a C-ternilnal binding site relieve its inhibitory effect
(Laberge et al., 2005). For example, we found that a loss-of-function caused by inactivating
the Src42-binding site can be ftilly rescued by disrupting the IS element. Moreover, a
construct wliere only the IS element is disabled also fully restored the viability of cnk loss
of-function alleles, thus demonstrating that it does not fulfihi a positive role.
To determine whether the RIM plays a positive role in a non-overexpressed context,
we tested a cnk genomic rescue constmct containing a disrupted RIM element for its ability
to prevent the lethality associated with cnk loss-of-function. We also tested mutations
affecting either the SAM or the CRIC domains. In marked contrast to wild-type or IS
disrupted cnk constructs, a RJM-disrupted construct failed to complement cnk recessive
lethality (Table 3.1). Similar findings were made with a double mutant construct that
affected both the MM and the IS elements, thus indicating that inactivation of the MM is
disrupting a positive function that cannot be restored by de-activating the IS element. As
expected, mutations targeting either the SAIvI or the CRIC domains were aiso unable to
reverse cnk lethality. Together, these resuits strongly suggest that like the SAM and CRIC
domains, the MM is fuffilling an essential positive role in physiological conditions, which
would be consistent with its ability to juxtapose RAF to CNK-bound KSR. Such a positive
role for the MM is flot incompatible with its negative property. Indeed, the MM can be
viewed as a mere binding site for RAF that is required both for the formation of a
KSR/RAF complex and for enabling the 1$ element to block RAF activity in the absence of
proper RTK-induced signais (see Conciuding Remarks). This scenario would also explain
why several cnk loss-of-function alleles recovered in the KSR-dependent genetic screen have
molecular lesions producing mutant proteins similar to NT-CNK and yet behaved as loss-of
functions (Therrien et al., 199$; Laberge et al., 2005). It is interesting however that when
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Genotype % of cnk °88/cnk2 6314 aduit flues a offlies scored b
cnk°88/ cnkl(2»J6hI4 0 1287
cnkEbO88/ cnk2»dô3]4 ,pcnk-cnk”’ 21.9 515
cnkE / cnk2’6314 , pcnk_cnkt 22. 1 95 1
cnkE -1088 / cnklt2)dO3l4 , pCflk_CflkRlMIrnit 0. 1 121 5
cnkE / cnkK2 16311 , 0 748
,J(2kI63l4cnkE 1088 / cnr , pcnkcnkwt 0 1 167
cnk -1088 / cnk’t2 6314 , pcnkcnk’°’ 0.3 309
Table 3.1 Genomic Rescue Experiments Revealed the Positive Role Played by the RIM
The fully penetrant larval lethality associated with cnk’°88 / cnk2’6314 trans-heterozygous
flues is fully rescued by introducing of one copy of a wild-type cnk genomic rescue
construct (pcnk-cnk). afor full rescue, the expected ratio of cnk’’°88 / cnk’2’6314 aduk
flues over total progeny is 20%. b$ililar resuits were obtained with a distinct transgenic
une for each constructs.
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overexpressed, NT-CNK (or related CNK variants that lacked a firnctional RIM) is
collaborating with RAS to mediate KSR activity even though it does flot bridge KSR and
RAF. Again, a number of models could explain this observation. The one we favor is that
CNK does flot only connect KSR to RAF, it is also controlling a RAF-activating property
of KSR via its SAM and CRIC domains in a RAS-dependent manner. Therefore, when NT
CNK is overexpressed in the presence of activated RAS, a greater proportion of
endogenous KSR become activated. As these activated KSR molecules stiil retain one
physical contact to RAF through their CAl domain, the sum of their weaker effect resuits
nonetheless in a significant elevation ofRAF activity.
3.4.5. The KSRICNK Interaction Depends on a Novel SAM
Domain-Contaïnïng Protein, Hyphen
One exciting fmding of this study is the involvement of the SAM domain of CNK in
the CNKIKSR interaction. Although initial studies on SAM domains revealed their ability to
form homo- or hetero-oligorners with other SAM domains, mounting evidence suggests that
they can also interact with unrelated proteins or even with RNA (Qiao et al., 2005). Hence, it
is conceivable that the SAM domain of CNK directly contacts the kinase domain of KSR.
However, as our current results do not answer this point, it is also possible that the interaction
is flot direct andlor depends on additional components.
Our preliminaiy evidence suggests that the SAM dornain of CNK does flot
homodimerize (data not shown). Yet, we were surprised to find that the L7YK mutation used
in this study and which is expected to preserve the structural integrity of the SAM domain
whule preventing it from homo- or heterodimerizing with other SAM domains (Stapleton et
al., 1999), is as deleterious as a drastic mutation (W17S-1185) predicted to unfold the SAM
dornain (Douziech et al., 2003). This observation indicated that for proper function, the SAM
domain of CNK probably heterodimerizes with another SAM domain-containing protein. If
this is true, elimination of this hypothetical protein should impede RAS-mediated MAPK
activation. As a first approach to investigate this possibility, we targeted by RNAi a selected
set of the SAM domain-containing proteins found in Drosophila and tested the effect on
MAPK activation induced by RAS”2 in $2 ceils. In addition to CNK, Drosophila contains
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thirty-five independent SAM domain-containing proteins according to the Single Modular
Architecture bol (SMART) database (Letunic et ai., 2004). Seven of these, which are
transcription factors or modulators of transcription factors, contain a variant form of the SAM
domain known as the SAM!PNT domain and were flot considered further. Another tweive
were also flot seiected at this point because they corresponded to chromatin-remodeling
factors, RNA-binding proteins or their available genetic characterization provided no hint for
a role in RAS/MÀPK signaling. Besides CNK, this left us with fifteen candidate proteins to
test. Double-stranded RNA was produced for each of these and tested separately. $trikingly,
one of these RNAi, which targeted CG30476, significantly reduced IvIAPK activation
induced by RAS’112 (Figure 3.6A, compare lanes 2 and 3), whereas the others had no
detectable effect (data flot shown). Moreover, in contrast to endogenous MEK depletion,
elimination of CG30476 did flot affect MAPK activity when stimulated by RAFE thus
positioning its requirement upstream or in parallel to RAF. Together, these fmdings flot oniy
identified a potential candidate regulating the function of CNK, they also unveiled a novel
mediator of RAS/MAPK signais.
CG3 0476 is an evolutionarily conserved iow moiecular weight protein of 106 amino
acids that essentiaiiy consists of a single SAM domain followed by a short stretch of
conserved residues (Suppi. Figure 3.3). We renamed this protein Hyphen (HYP) based on its
presumed ability to link functionally critical proteins within the RAS/MAPK pathway. If
HYP is influencing the function of the SAM domain of CNK, then depletion of endogenous
HYP should have an impact on NT-CNK-induced MEK activation. This is indeed what we
observed as RNAi-mediated HYP knock-down potentiy counteracted RAF-mediated MEK
phosphorylation stimulated by RAS”2, KSR and NT-CNK (Figure 3.6B, compare ianes 2
and 4). The specificity of the RNAi was demonstrated by rescuing the MEK activation defect
using a non-targetable HYP construct (lane 5). Although F{YP may be performing more than
one function within the pathway, it is possible that it heterodimerizes with the SAM domain
of CNK and that this interaction is a prerequisite for KSR recruitment. We investigated this
hypothesis first by verifying whether the interaction between V5-KSR and NT-CNK
depended on endogenous HYP. Strikingly, lowering endogenous HYP levels
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Figure 3.6 The Recruitment of KSR to CNK Depends on Hyphen, a Nove! SAM Domain
containing Protein
(A) S2 celis were transfected with the ha-MAPK reporter construct (300 ng) either alone
(lane 1) or together with the indicated combinations of ha-RAS”2 (200 ng) or
pyoRAFALE) (30 ng) constructs and the dsHYP or dsMEK RNAs (500 ng). Ceils were
lysed 18h post-induction of expression and pMAPK levels were determined.
(B) S2 ceils in !anes 3 to 5 were plated with l2ug of either dsGFP or dsHYP 3’UTR RNAs
for 24 h. Celis were then transfected using the indicated combinations of mycMEKDA (53
ng to 70 ng), ha-RAS”2 (10 ng to 30 ng), V5-KSR (2 ng to 4 ng), pyo-RAF (25 ng to 45
ng) with or without CNKNT (35 ng) and UA5-HYP (10 ng). Lanes 3 to 5 were also
transfected with 500 ng of either dsRNA against GFP (lane 3) or HYP 3’UTR (!anes 4 and
5). Ceil !ysates were prepared 36 h post-induction of expression and analyzed for MEK
phosphorylation
(C) S2 ceils were plated with 60 ug of indicated dsRNA. Celis were lysed 4 days after and
immunoprecipitated using a monoclonal anti-KSR antibody to examine endogenous protein
complex formation. Three lOOmm dishes have been pooled for each condition except for
lane 3 which contains 2 dishes to adjust endogenous protein levels. Lane 1 contains no
RNAi but has been treated the same way.
(D) S2 ceils were transfected with the indicated combinations of CNKNT55o (80 ng) or
(120 ng) with pyo-HYP ($0 ng) and V5-KSR (100 ng) or V5KSRC922 (140
ng) with pyo-HYP ($0 ng). Cells were lysed 36 h post-induction and analyzed either
directly for protein levels or imrnunoprecipitated with anti-pyo to measured associated
CNK or KSR levels.
(E) $2 Celis in lanes 3 and 4 were plated with 12 ug ofdsRNA against the 3’UTR ofHYP
for 24 h. Ceils were then transfected with CNKNT55o ($0 ng) alone or with V5-KSR (100
ng) with or without UA5-HYP (15 ng) and HYP 3’UTR dsRNA (500 ng). 36h post
induction, cells were either directly verified for protein levels or immunoprecipitated with
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Supplcmental Figure 3.3 Hyphen is an evolutionarily conscrved protcin
(A) Dendrogram showing the phylogeny relationship among metazoan proteins closely
related to Drosophila HYP. Database analysis uncovered a single gene in insects
(Drosophila CG30476; A. gam. [EAAOO52O.2]; A. mel. [Ensembl access #:
ENSAPMP00000022I9O]) and nematode (C. ele. [MO1G5.6]), while multiple homologues
seem to exist in higher metazoans such as in mammals (Mmusl2: NP_997389 and
MmuslO: NP_542188); birds (Ggall: XP_418395.1; and Ggal2: XP_42571 1.1) and fish
(Tnigl: CAG1 1091.1; Tnig2: CAG1 1266.1; Tnig3: CAG03919.1). (B) Amino acid
comparison for the insects, nematode and mouse HYP homologues is. Identical and
conserved residues are in black and gray boxes, respectively.
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severely reduced the KSR’CNK interaction (Figure 3.6C, compare lanes 2 and 3), thus
providing a molecular explanation as to why HYP RNAi decreased RAS/MAPK signaling.
As for the MEK activation defect, the association was fully restored by co-introducing an
AU5-tagged HYP rescue construct (lane 4). Given that the AU5-HYP protein was also
detected in the V5-K$R immunoprecipitate (lane 4, a-AU5 panel), it suggested that it is
part of the K$RICNK complex. We thus verified whether HYP could interact
independently with CNK and KSR. Interestingly, immunoprecipitation of a PYO-tagged
HYP protein brought down co-expressed Flag-NT-CNK as well as V5-KSR (Figure 3.6D,
lanes 2 and 5) and these associations were impaired by mutations in the SAM domain of
CNK (CNK7K; lane 3) or in the kinase domain of KSR (KSRc922’; lane 6), which were
shown above to affect the KSRJCNK association. Although these resuits provided
additional evidence that HYP is critical for the KSRICNK association and that its SAM
domain possibly heterodimerizes with the SAM domain of CNK, they did not address
whether HYP and CNK interacted independently of endogenous KSR and conversely,
whether the HYP/KSR association occurred independently of endogenous CNK. To
address this point, we conducted HYP/CNK or HYP/KSR co-immunoprecipitation
experiments in the presence of RNAi against KSR or CNK, respectively. Interestingly,
while the HYP/CNK association was flot significantly affected by elimination of
endogenous KSR (lane 7), removal of endogenous CNK eliminated the HYP/KSR
interaction (lane 8). It thus appears that the association between HYP and CNK is a
prerequisite for KSR recruitment. Finally, to determine whether the endogenous KSRICNK
complex obsewed in S2 ceils also depends on HYP, we immunoprecipitated endogenous
KSR from plain S2 celis in the absence or in the presence of HYP RNAi. As expected,
reduction of endogenous HYP, lowered the KSR!CNK interaction as well as the KSRIRAF
complex, but did flot perturb the KSR/MEK interaction (Figure 3.6E). Collectively, these
results identified a novel critical player of the RAS/MAPK pathway allowing the formation
ofa KSR!CNK complex that in tum regulates RAF activity.
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3.5. Concluding Remarks
We previously demonstrated the ability of KSR to promote the formation of
RAf/MEK complexes independently of RAS signais and have proposed that this
scaffolding effect is a key functional aspect of KSR (Roy et al., 2002). Here, we showed
that KSR does flot act alone to bring RAF and MEK together, but requires at least two other
proteins, namely, CNK and HYP (Figure 3.7). More importantly, our data also strongly
suggest that the KSR!HYP/CNK complex is participating in RAS-dependent RAF
activation apparently at a step regulating the activation loop of RAF. Given that Drosophila
KSR does flot appear to have intrinsic kinase activity (unpublished observations) and that
mutagenesis of a generaily essential residue for catalysis (i.e. K705M) stili displays strong
activity, it suggests that KSR does not phosphorylate the activation loop residues of RAF,
aÏthough we cannot completely exciude this possibility as KSR may act through a novel
cataiytic process. It is therefore possible that either another kinase is recruited to
accomplish this task or RAF itself is executing it. In any event, it is interesting to consider
the fact that CNK does not exhibit any positive activity unless KSR is present (Figure 3.3
and data flot shown), while KSR overexpression can still induce RAF-mediated MEK
phosphorylation independently of RAS and CNK (Figure 3.1; Roy et al., 2002; and data not
shown). It thus appears that KSR mediates the effects of RAS and CNK and that it can even
bypass their requirement when expressed at sufficiently high levels as if it carnes an
intrinsic RAF-activating property that is manifesting itself when overexpressed along with
wild-type RAF and MEK. However, it is currently not clear why the scaffolding effect of
K$R is flot important for the ability of RAF’ to phosphorylate MEK as it has recently
been suggested in C. eiegans (Rocheleau et al., 2005). We suspect that this discrepancy is
technical as the high activity of overexpressed RAFED in S2 cells might compensate for its
lesser association to MEK in the absence ofKSR.
Various models can be envisioned to explain the RAF-activating property of KSR.
The one we favor is based on the position where KSR acts during this event and on the
strong architectural and primary amino acid sequence homology between KSR and RAF
members. Recent crystaliographic studies conducted on an inactive B-RAF catalytic
159
Figure 3.7 Model Summarizing the Scaffolding and the RTK-dependent Activating
Property of the KSR!HYP/CNK Complex with respect to RAF and MEK. For simplicity
the model (details in the text) does flot include the presumed effects of 14-3-3 protein










domain has uncovered an inhibitoiy interaction occurring between the P loop and the DFG
motif/activation loop that is incompatible with catalysis (Wan et al., 2004). Moreover,
structural analysis of this interaction strongly suggests that phosphoiylation of the
activation ioop should interfere with the interaction and thereby help in switching andlor
locking the DFG motif/activation loop into an active conformation. The importance of
disrupting the inhibitory configuration was also supported by the striking observation that
up to 90% of ail B-RAF oncogenic mutations identified in melanomas affect a valine
residue (V599) involved in stabilizing the inactive conformation (Wan et al., 2004;
Wellbrock et al., 2004). Like for the V599E mutation, most of the other oncogenic
mutations recovered in B-RAF could also be understood by their ability to disturb the
inhibitory configuration. Interestingly, some of these even affected residues participating in
catalysis and hence decreased intrinsic kinase activity. As these mutations were capable of
elevating endogenous ERK activity by their ability to stimulate endogenous wild-type RAF
proteins, it was proposed that a catalytically impaired but conformationally derepressed
RAF kinase domain transduces its effect to inactive RAF proteins, possibly via an allosteric
process, and as a resuit promotes thefr activation. KSR may act through a similar
mechanism. For example, its overexpression along with MEK and RAF may allow it to
adopt a configuration that in tum disrupts the inhibited configuration of the RAF catalytic
domain, thereby rendering accessible the activation loop of RAF for phosphorylation. In
physiological conditions, KSR may aiso operate via this process, but most likely in a
regulated manner. Although flot mutually exclusive, K$R may also work by bringing in
other RAF-activating proteins, or sequestering away inhibitory proteins from RAF.
Regardless of the exact mechanism KSR uses to activate RAF, this work has not only
redefined the role of KSR with respect to RAF, it is also providing a novel framework to
understand RAF activation by suggesting that a functional interaction between the KSR and
RAF kinase domains might be a general mechanism goveming RAF activation.
Although there might be various ways to bring K$R to RAF through the use of
discrete scaffolding proteins, collectively our findings strongly suggest that prior to signal
activation in $2 ceils, the CNK/HYP pair juxtaposes a K$RIMEK complex to RAF and,
owing to the so-called Inhibitory Sequence (1$) of CNK, helps in maintaining the higher
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order complex in an inactive state (Figure 3.7). An alternative role for the IS element is to
generate specificity downstream of the receptors. Therefore, upon activation, receptors
inducing both RAS activity and the phosphorylation of the Y1 163 residue, thus allowing
Src42 binding, lead to RAF activation within CNK-assembled complexes. The requirernent
in RAS activity for the SAM and CRIC domains is currently unclear and several options
are currently open. For example, these domains might perceive RAS activity by themselves
or through other protein-protein interactions, which is then transmitted to KSR to regulate
its conformation. On the other hand, it could resuit from the need for KSR in RAS activity
that is flot mediated by the SAM or CRIC domains, but is a pre-requisite for their proper
ffinction. Further, given that the CNK!HYP/KSR association does not require RAS to
occur, it is possible that the RAS dependency is in fact restricted to the CRIC region.
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Voilà plus de 20 ans que l’oncogène RAF est identifié. Des recherches intensives
ont été réalisées depuis dans le but d’élucider son mécanisme d’activation. Ces études ont
permis de démontrer la complexité de ce processus, lequel est caractérisé par un ensemble
d’événements moléculaires collectivement requis pour obtenir une activation maximale. Le
recrutement membranaire, les interactions protéine-protéine et la phosphoiylation ne sont
que quelques-unes des étapes auxquelles RAF doit être soumise (Wellbrock et al., 2004).
Pourtant, ce processus d’activation cache encore bien des mystères. Le mécanisme
moléculaire par lequel l’ouverture de la boucle d’activation du domaine kinase de RAF est
assurée, n’a pas encore été élucidé. Plusieurs cribles génétiques réalisés autant chez la
drosophile que chez C. etegans ont ainsi été effectués dans le but d’identifier de nouvelles
molécules impliquées dans la voie de signalisation Ras qui permettraient peut-être d’en
apprendre un peu plus sur le processus d’activation de RAF. Deux molécules ont ainsi été
isolées, soit K$R et CNK (Kornfeld et al., 1995; Sundaram and Han, 1995; Therrien et al.,
1995; Therrien et al., 1998). Ces dernières sont, selon la génétique, positivement requises
dans la signalisation Ras/MAPK. Certaines analyses biochimiques ont déjà démontré que
l’activité d’échafaudage de KSR facilite la phosphorylation de MEK par RAF en favorisant
leur rapprochement (Roy et al., 2002). CNK a quant à elle la capacité d’interagir
spécifiquement par l’intermédiaire de sa portion CI, au domaine kinase de RAF. La
portion NT de CNK est susceptible de coopérer avec RasVl2 dans l’oeil de la drosophile, un
événement qui est d’ailleurs dépendant des domaines SAM et CRIC de CNK (Therrien et
al., 1999). La déplétion de K$R et de CNK par RNAi dans un système de cellules en
culture prévient l’activation de RAF induite par l’insuline, laissant ainsi présager une fois
de plus leur importance fonctionnelle au sein de la cascade (Anselmo et al., 2002). Cette
thèse discute des différentes découvertes qui ont été réalisées au laboratoire au cours des
dernières années, concernant les mécanismes d’action de KSR et de CNK dans l’activation
de la voie de signalisation Ras/MAPK. Plusieurs essais biochimiques ont permis de meUre
en lumière certaines particularités qui les rendent d’autant plus intéressantes. Plusieurs
hypothèses seront émises puis discutées dans le but d’éclaircir leur importance
fonctionnelle dans le processus d’activation de RAF. Dans un souci de simplification, il est
à noter que le mot MAPK est systématiquement utilisé au lieu de ERX.
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4.1. Processus d’activation de RAF par CNK et KSR
L’élaboration d’un essai fonctionnel basé sur l’état d’activation de MAPK dans un
système de cellules en culture, nous a permis de démontrer l’importance de la portion NT
de CNK dans l’activation de la voie de signalisation Ras/MAPK. L’intégrité du domaine
SAM et de la région CRIC de CNK est essentielle à ce processus (Chapitre 2) (Douziech et
al., 2003). Selon nos analyses biochimiques, le domaine SAM de CNK a la capacité
d’interagir avec le domaine kinase de KSR. Cette association semble toutefois dépendre
d’une nouvelle composante de la voie, appelée HYP, qui est essentiellement constituée
d’un domaine SAM (Chapitre 3, Douziech et al. 2005). Aucun partenaire protéique capable
d’interagir spécifiquement avec la région CRIC de CNK n’a cependant pu être isolé. Son
mécanisme d’action au sein du processus d’activation de la voie est encore un mystère et
sera ultérieurement discuté à la section 4.1.2 (page 174).
L’effet de coopération entre CNKNT et Ras”2 permet d’accentuer la signalisation en
favorisant potentiellement l’activation de RAF par un mécanisme qui dépend de KSR
(Figure 3.3.A). Par définition, le phénomène de coopération résulte d’une collaboration
entre différentes composantes d’une voie de signalisation dans le but d’induire par exemple
l’activation d’une protéine en aval. Cette activation est dite non additive puisque la réponse
induite suivant cette collaboration excède la somme des effets médiés par chacune des
composantes (Lim, 2002). En soi, ces composantes sont de faibles activateurs, voire même
inertes dans certains cas. Seule la combinaison de leur activité assure la transmission
efficace du signal. De façon générale, le phénomène de coopération semble être un
événement moléculaire relativement récurrent au sein des divers processus biologiques qui
régissent la cellule. La coopération qui caractérise la voie Ras/MAPK ne serait pas unique.
La polymérisation de l’actine induite par le complexe multiprotéique Arp2/3 semble
également dépendre d’un phénomène de coopération. En effet, il semblerait que ce
complexe soit maintenu inactif par la protéine N-WASp (« Wiskott-Aldrich syndrome
protein »). La collaboration entre la petite GTPase Cdc42 liée au GTP et le lipide PIP2
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) permettrait d’induire, suivant leur association
respective à N-WA$p, un changement conformationnel qui favoriserait l’initiation de la
polymérisation. En soi, Cdc42 et PIP2 sont de mauvais activateurs puisqu’ils n’arrivent pas
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à modifier seuls la conformation de N-WASp. Ils doivent collaborer (Higgs and Pollard,
2000; Prehoda et al., 2000). Il en est de même pour CNKNT puisqu’elle est incapable en soi
d’initier le processus d’activation du domaine catalytique de RAF. Ras”2 est
conjointement requise. KSR contribue également puisque sa déplétion par RNAi abolit la
coopération entre Ras”12 et CNKNT (Douziech et Therrien, donnée non publiée). Il est
possible que d’autres molécules soient corequises puisque l’intégrité de la région CRIC de
CNK est également nécessaire à la transmission du signal (Douziech et al. 2003). Par
conséquent, il semble que le mécanisme d’activation de RAF repose en partie sur la
capacité des domaines SAM et CRIC de CNK à accomplir leur fonction respective.
4.1.1. Mécanisme d’action du domaine SAM de CNK
Les protéines à domaine SAM participent à la régulation des nombreux processus
biologiques impliqués dans le maintien de l’homéostasie de la cellule (Qiao and Bowie,
2005; Stapleton et al., 1999). Initialement décrit chez la levure et la drosophile (Ponting,
1995), ce domaine est l’un des plus abondants à travers tous les organismes: on le retrouve
dans plus de 1300 protéines, comparativement aux 1600 protéines qui comportent un
domaine SH2. Malgré le fait qu’ils adoptent une architecture tridimensionnelle similaire,
les domaines SAM ont la capacité d’interagir de multiples façons dans le but de générer des
oligomères qui permettent de réguler leur fonction. Ces oligomères peuvent être le résultat
d’une homodimérisation, d’une hétérodimérisation ou d’une hétéro-oligomérisation. Dans
certains cas, les domaines SAM peuvent induire la formation d’un polymère résultant de
leur autoassociation (Qiao and Bowie, 2005). Ces modes d’association permettent de
proposer certaines hypothèses quant au mécanisme d’action du domaine SAM de CNK.
Les sections qui suivent en discutent.
4.1.1.1. Site d’ancrage pour une kinase
Certains facteurs de transcription de type ETS ont un domaine SAM qui peut
contenir un site d’ancrage nécessaire à la liaison d’une protéine kinase. Cette association
assure la phosphorylation en cis d’un résidu particulier situé à proximité du domaine SAM
dans le but de moduler l’activité transcriptionnelle du facteur en question. Le domaine
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SAM de l’activateur transcriptionnel ETS-1 par exemple, peut lier ERK2. Sans cette
association, la phosphorylation de ETS-1 ne peut avoir lieu, compromettant par conséquent
l’initiation de la transcription normalement induite suivant l’activation de la voie
Ras/MAPK (Seidel and Graves, 2002). Or cette phosphorylation n’est pas toujours assurée
par une interaction directe de l’enzyme avec son substrat (Qiao and Bowie, 2005). Le
répresseur transcriptionnel Yan chez la mouche en est un exemple. En effet, sa
phosphorylation par MAPK nécessite la liaison préalable du facteur de transcription Mae
(« Modulator ofthe activity ofETS ») par l’intermédiaire de son domaine SAM, lequel a la
capacité de s’hétérodimériser avec le domaine SAM de Yan. Selon l’hypothèse, Mae
pourrait favoriser le recrutement de MAPK en lui fournissant un site d’ancrage, facilitant
ainsi la phosphorylation de Yan et l’inhibition de sa fonction (Baker et al., 2001).
Curieusement, ces interactions combinées de Yan, Mae et MAPK rappellent celles de
CNK, HYP et KSR. En effet, HYP qui ne contient qu’un domaine SAM, permet la
formation du complexe CNKIKSR puisque sa déplétion par RNAi prévient cette interaction
(Figures 3.6D et 3.6E). La phosphorylation de MEK et de MAPK suivant l’activation de la
voie est également compromise, démontrant par conséquent l’importance fonctionnelle de
HYP au sein du processus d’activation (Figures 3.6A et 3.6B). Son mécanisme moléculaire
n’a pas encore été caractérisé. Cependant, il est possible de supposer que HYP puisse
assurer la stabilisation du complexe CNK!KSR par l’intermédiaire d’un changement
conformationnel qui permettrait à CNKNT de lier le domaine kinase de KSR avec une
meilleure affinité. Fait à noter, l’association de KSR au domaine SAM de CNK n’est pas
induite suivant l’activation de la voie puisque le complexe endogène semble être préformé
(Figure 3.5D). Le mécanisme d’action de HYP ne serait donc pas d’assurer l’association de
KSR suivant l’activation de la voie Ras/MAPK. D’ailleurs, HYP semble incapable
d’interagir directement avec KSR puisque la déplétion de CNK par RNAi prévient
l’association HYP/KSR (Figure 3.6D). L’association HYP/CNK semble dépendre d’une
hétérodimérisation entre leur domaine SAM respectif (Figure 3.6D). Cette association
pourrait par le fait même favoriser une réorientation de la région CRIC de CNK dans le but
de l’exposer pour être en mesure d’intégrer adéquatement le signal provenant de Ras.
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D’après le mécanisme d’action de Mae, HYP pourrait favoriser le rapprochement
d’une kinase à proximité de son substrat dans le but de faciliter la phosphorylation. De
prime abord, ce mécanisme d’action est peu probable, compte tenu du fait que KSR semble
dépourvue d’activité kinase. Or l’association de KSR au domaine SAM de CNK permet
par le fait même le rapprochement entre KSR et RAF, puisque le motif RIM de CNK assure
la liaison du domaine kinase de RAF. HYP pourrait participer au processus d’activation de
RAF en favorisant simplement l’assemblage du complexe CNKIHYP/KSR!RAF/MEK. Il
n’est pas exclu que HYP puisse recruter une kinase additionnelle suivant l’activation de la
voie. Cette kinase pourrait modifier par phosphorylation l’organisation tridimensionnelle
du complexe CNKIKSR par exemple, dans le but d’induire leur mécanisme d’action
respectif et ainsi favoriser l’activation de RAF. fait intéressant, la surexpression de HYP
entraîne sur gel $DS-PAGE un retard dans la mobilité de CNKNT et de KSR. Ce retard
pourrait être le résultat d’une phosphorylation par une kinase activatrice. Il n’est toutefois
pas exclu que cette phosphorylation soit plutôt causée par une rétroinhibition de la voie de
signalisation induite suivant l’activation de MAPK. HYP pourrait par exemple recruter
MAPK activée dans le but de faciliter l’inactivation par phosphorylation du complexe
CNK!HYP/KSR!RAF/MEK. HYP ne possède à prime abord aucune séquence consensus
susceptible d’être reconnue par MAPK. Étonnamment, Mae qui assure la phosphorylation
de Yan par MAPK, n’en possède pas non plus. Pourtant, l’association Mae/MAPK a été
démontrée au moyen de protéines purifiées (Baker et al., 2001). Il serait donc intéressant
de vérifier par immunoprécipitation l’existence d’une association entre HYP et MAPK.
Nous pourrions également vérifier par RNAi si MAPK est impliquée dans la
phosphorylation de CNKNT et de KSR suivant l’expression de HYP. La cristallographie
des complexes CNK!HYP et CNK!HYP/KSR pourrait de plus fournir d’importants indices
concernant les modifications conformationnelles qui sont induites suivant ces associations.
4.1.1.2. Polymérisation/dépolymérisation
Certains domaines SAM ont la capacité d’induire la formation d’un polymère
suivant leur autoassociation (Qiao and Bowie, 2005). Le domaine SAM de Yan par
exemple, en a la capacité. Sa polymérisation est essentielle pour inhiber efficacement
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l’expression génique (Qiao et al., 2004). Elle requiert néanmoins l’intégrité d’une interface
d’interaction composée de deux régions respectivement appelées ML (< mid-loop ») et EH
(« end-helix »). Selon une analyse cristallographique, le mécanisme d’action de Mae serait
d’interagir, par l’intermédiaire de son domaine SAM, avec l’une de ces surfaces
d’interaction dans le but d’empêcher la formation d’un polymère de Yan et par conséquent
prévenir la répression transcriptionnelle. L’homologue humain de Yan, appelé TEL
(« Translocation, Ets, Leukernia »), fonctionne de façon similaire (Tognon et al., 2004).
Fait intéressant, son domaine SAM est fréquemment fusionné par translocation
chromosomique à différents domaines tyrosine kinases, produisant par conséquent des
protéines chimériques oncogéniques (Jousset et al., 1997). Chez la levure, la MAP3K
Stel 1 se polymérise également par l’intermédiaire de son domaine SAM, un processus qui
peut d’ailleurs être renversé par l’association du domaine SAM de Ste5O (Bhattacharjya et
al., 2005; Kwan et al., 2004). Il est donc concevable que le domaine SAIVI de CNK puisse
également se polymériser. L’effet d’un tel polymère pourrait être d’empêcher par exemple
l’accessibilité de RAF à ses activateurs. La liaison de HYP pourrait initier la
dépolymérisation du domaine SAM de CNK suivant l’activation de la voie, pour ensuite
favoriser le recrutement de KSR. De prime abord ce modèle semble peu probable, compte
tenu du fait que le complexe CNKIHYP/KSR!RAf/MEK pourrait être préformé dans la
cellule. La déplétion de HYP prévient d’ailleurs la formation de ce complexe, alors que
l’élimination de Ras est sans effet (Figures 3.6C et 3.5D). La surexpression de Rasv’l2 ne
permet pas non plus d’augmenter la formation du complexe (Douziech et Therrien, donnée
non publiée), suggérant ainsi que la fonction positive de HYP au sein du processus
d’activation de RAF n’est pas d’induire la dépolymérisation de CNK. Cependant, il est
possible qu’un tel mécanisme de dépolymérisation du domaine SAM de CNK puisse être
régulé par une voie indépendante de Ras. Parallèlement, CNK non complexée pourrait
également avoir en soi, la capacité de se polymériser. Il serait donc intéressant de
visualiser par microscopie électronique l’habileté de CNK purifiée à se polymériser en
solution (Kim et al., 2001; Tognon et al., 2004). Nous pourrions également vérifier si la
fusion du domaine SAM de CNK aux différents domaines tyrosine kinases fréquemment
fusionnés au domaine SAM de TEL, peut favoriser la transformation des cellules.
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4.1.1.3. Association non polymérique
Certains domaines SAM semblent favoriser l’assemblage d’homodimères, d’hétéro
dimères ou d’hétéro-oligomères. Chez S. cerevisiae par exemple, la MAP3K Stel 1 et la
protéine d’échafaudage Ste5O peuvent s’associer entre elles grâce à leur domaine SAM
(Kwan et al., 2004). Cette hétérodimérisation résulte d’une association tête-à-queue entre
les différentes régions (ML et EH) de l’interface d’interaction qui caractérise un domaine
SAM. En effet, la région ML de $tel 1 s’associe à la région EH de Ste5O, stimulant par
conséquent la formation d’un complexe de haut poids moléculaire (Bhattacharjya et al.,
2005). Cette oligomérisation pourrait conduire à l’amplification du signal en augmentant
localement la concentration de Stel 1 et par le fait même, la phosphorylation efficace des
substrats. À la lumière de ces informations, serait-il possible qu’un tel scénario puisse
s’appliquer au complexe CNK!HYP/KSR!RAF/MEK? HYP pourrait, suivant l’activation
de la voie Ras/MAPK, stabiliser la formation d’un hétéro-oligomère résultant de
l’association de deux complexes CNK/HYP/KSRIRAf/MEK préformés. Chaque HYP
associée à un complexe pourrait lier en trans le domaine SAM du CNK appartenant au
second complexe. Il n’est cependant pas exclu que HYP puisse procéder par simple
homodimérisation. Dans les deux cas, KSR et RAF seraient par le fait même
oligomérisées. Or selon certaines études réalisées chez les mammifères, l’accessibilité du
domaine kinase de RAF nécessite son oligomérisation (Goetz et al., 2003; Rommel et al.,
1997). Cette oligomérisation faciliterait la stabilisation de la conformation ouverte de RAF
résultant du déplacement de 14-3-3, assurant par conséquent l’accessibilité des domaines
kinases. La conformation de KSR serait également stabilisée par un mécanisme similaire
(Roy and Therrien, 2002). CNKT pourrait alors induire un changement conformationnel
au niveau des domaines kinases de KSR dans le but d’initier leur activation (discuté à la
section 4.1.3, page 174). Les molécules de KSR ainsi stimulées pourraient à leur tour
transactiver les domaines kinases de RAF également par l’intermédiaire d’une modification
allostérique (discuté à la section 4.1.4, page 176). Il serait donc intéressant d’évaluer la
capacité de CNK à former un dimère suivant l’expression de HYP en présence ou en
absence d’une forme activée de Ras. Fait à noter, certains groupes de recherche ont
démontré la capacité de CNK de mammifère à se dimériser (Ohtakara et al., 2002; Ziogas
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et al., 2005). Cette dimérisation semble cependant dépendre d’une région riche en leucines
positionnée en CT (Ohtakara et al., 2002).
4.1.2. Mécanisme d’action de la région CRIC de CNK
La région CRIC de CNK a initialement été identifiée par homologie de séquence.
Sa pertinence fonctionnelle a été proposée après avoir identifié chez la mouche un allèle
perte de fonction résultant d’une délétion en phase de trois acides aminés dans la région
CRIC de CNK (issu du crible génétique KSR-dépendant). (Therrien et al., 1998). Nous
avons confirmé l’impact d’une telle mutation dans l’activation de la voie Ras/MAPK au
moyen d’un essai biochimique dans un système de cellules S2 en culture (Douziech et al.,
2003). Le mécanisme moléculaire par lequel la région CRIC de CNK assure l’activation de
RAF n’a pas encore été élucidé. Nous savons par contre que cette région est susceptible de
médier des interactions protéine-protéine. En effet, le groupe de recherche du Dr Hall a
démontré la capacité du CRIC à interagir spécifiquement avec rhophilin et MLK2,
lesquelles étant respectivement des composantes des voies de signalisation Rho et JNK
(Jaffe et al., 2004; Jaffe et al., 2005). Malheureusement, notre laboratoire n’a pu identifier
aucune protéine impliquée dans la signalisation MAPK qui avait la capacité d’interagir
avec la région CRIC de CNK. Les différentes composantes connues de la voie ont
d’ailleurs été testées par coimmunoprécipitations. Une approche par purification de
protéines suivant l’activation de la voie devrait permettre d’isoler un partenaire à condition
que la région CRIC médie ses effets au sein de la signalisation Ras/MAPK par
l’intermédiaire d’une interaction protéine-protéine. Cette approche pourrait également être
faite en absence de stimulation.
4.1.3. Rôle de CNK dans l’activation de KSR
D’après les travaux décrits au chapitre 3 de cette thèse, il semble que les effets
positifs médiés par la portion NT de CNK dans le processus d’activation de RAF dépend de
KSR (Figure 3.3A, lignes 2 et 4). Le domaine kinase de KSR aurait la capacité d’intégrer
l’activité de CNKNT suivant l’induction de la voie de signalisation (figure 3.3A).
D’ailleurs, KSR interagit avec le domaine SAIVI de CNK par l’intermédiaire de son
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domaine kinase (cette association dépend de HYP) (Figures 3.53 et 3.S2). Étonnamment,
plusieurs mutants du domaine catalytique de KSR parviennent à intégrer l’activité de
CNK qui se traduit par une modeste phosphorylation de MEK. Pourtant, ces mutants
voient leur association à MEK perturbée (Figures 3.3B et 3.4A). Ces résultats suggèrent
que CNK puisse moduler l’activité de KSR indépendamment du recrutement de MEK par
KSR. Alors quel pourrait être le mécanisme moléculaire par lequel CNKNT stimule
l’activité de KSR? Serait-il possible que CNKNT puisse moduler la conformation du
domaine kinase de KSR dans le but d’induire son mécanisme d’action? Malgré le fait que
KSR semble dépourvue d’une activité kinase (Voir section 4.3, page 162), son domaine
catalytique est bien conservé (contient les douze sous-domaines conservés). Il est par
conséquent possible de supposer que le domaine kinase de KSR puisse être activé de façon
similaire aux domaines kinases catalytiquement compétents, sans pour autant avoir la
capacité d’initier une réaction de phosphotransfert. La phosphorylation au niveau de la
boucle d’activation du domaine kinase de KSR pourrait par exemple stimuler sa fonction.
Cependant, d’après les travaux réalisés au laboratoire, cette phosphorylation ne semble pas
dépendre de la portion NT de CNK. En effet, la mutation des deux sites
phosphorégulateurs potentiels de KSR en résidus phosphomimétiques n’influence en aucun
cas la capacité de KSR à intégrer l’activité de CNKNT. D’ailleurs, ce mutant de KSR ne
permet pas en soi d’accentuer l’activation de RAF (Douziech et Therrien, donnée non
publiée). Une autre façon de moduler l’activité de KSR serait par l’intermédiaire d’un
changement allostérique permettant de modifier l’organisation tridimensionnelle du
domaine kinase de KSR. Nous proposons que CNKNT puisse induire, suivant l’activation
de la voie Ras/MAPK, un changement conformationnel qui stimulerait la fonction de KSR.
Cependant, aucune donnée ne nous a permis de confirmer cette hypothèse. Il n’est pas
exclu que CNK puisse également favoriser le recrutement de molécule(s) additionnelte(s).
D’ailleurs nos travaux n’ont pas permis d’élucider le mécanisme d’action de la région
CRIC de CNK. Cette région pourrait médier des interactions protéine-protéines. La
relocalisation membranaire de KSR pourrait également être assurée par CNKNT, ce qui
serait une autre façon de réguler la fonction de KSR. Une étude cristallographique du
complexe KSRIHYP/CNKNT, suivant l’activation de la voie, serait nécessaire pour vérifier
la capacité de CNKNT à induire un changement allostérique au niveau du domaine kinase de
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KSR. Selon mes travaux, il semble que l’activation de KSR induite par CNKNT se
répercute positivement sur l’activité de RAF. Ce mécanisme d’action potentiel est
d’ailleurs discuté à la section suivante. Il est intéressant de mentionner que l’importance
fonctionnelle de CNK dans le processus d’activation de RAF a également été proposée
chez C. elegans par Rocheleau et al. (Rocheleau et al., 2005). Selon cette étude, CNK1
pourrait potentiellement participer à l’activation et/ou la phosphorylation du domaine
kinase de RAF en favorisant soit la relocalisation membranaire de RAF, soit son
oligomérisation. CNK1 pourrait également faciliter le recrutement d’une kinase activatrice
(Rocheleau et al., 2005). Anselmo et ses collaborateurs avaient également suggérer
l’implication de CNK dans le processus d’activation de RAF puisque sa déplétion par
RNAi atténuait systématiquement non seulement la phosphoiylation de MAPK, mais
également l’activité kinase de RAF induite par le récepteur à l’insuline (Anselmo et al.,
2002). De plus, cette étude avait permis de mettre en lumière l’importance fonctionnelle de
KSR au sein de la signalisation Ras/MAPK puisque sa déplétion par RNAi abolissait
également l’activation de RAF. Notre étude montre pour la première fois la relation entre
CNK et KSR dans le mécanisme d’activation de RAF.
4.1.4. Rôle de KSR dans l’activation de RAF
Le mécanisme d’action de KSR au sein de la signalisation Ras/MAPK est
controversé. Certains croient, en l’occurrence Kolesnick et ses collègues, qu’elle possède
une activité kinase essentielle à la transmission du signal (Xing et al., 2004; Xing et al.,
2000; Zhang et al., 1997), alors que d’autres la définissent comme une protéine
d’échafaudage (Michaud et al., 1997; Roy et al., 2002; Stewart et al., 1999). Pourtant,
plusieurs résultats tendent à réfuter l’implication de KSR en tant que protéine à activité
kinase d’abord parce que la lysine invariable du sous-domaine II nécessaire à la fixation de
l’ATP n’est pas conservée chez KSR de mammifère (Therrien et al., 1995). D’autres part,
les différents groupes de recherche qui appuient la thèse d’une activité d’échafaudage n’ont
jamais été en mesure de reproduire les résultats obtenus par Kolesnick. (Denouel-Galy et
al., 199$; Michaud et al., 1997; Sugimoto et al., 199$; Yu et al., 199$). Les analyses
réalisées par Stewart et ses collègues ont d’ailleurs sérieusement mis en doute, du moins
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chez C. elegans, la pertinence fonctionnelle de l’activité kinase de KSR au sein du
processus d’activation de la voie Ras/MÀPK. En effet, des mutations (lysine invariable et
base catalytique) qui normalement abolissent l’activité catalytique d’une kinase restaurent
le phénotype associé à une perte de fonction de KSR, supportant par conséquent
l’hypothèse que le mécanisme d’action de KSR au sein de la voie MAPK est indépendant
d’une activité kinase intrinsèque (Stewart et al., 1999). Cette capacité à moduler la
signalisation indépendamment d’une activité kinase n’est pas unique à KSR. Par exemple,
la protéine ILK (« integrin-linked kinase ») impliquée dans l’adhésion cellulaire suivant
l’activation des intégrines possède un domaine kinase similaire à celui de RAF, mais qui
pourtant ne semble avoir aucune activité catalytique. Des mutations qui normalement
inhibent l’activité d’une kinase complémentent l’allèle ILK perte de fonction de type nul
autant chez la drosophile que chez le nématode (Lynch et al., 1999; Mackinnon et al., 2002;
Zervas and Brown, 2002; Zervas et al., 2001). En fait, ILK semble également agir comme
une protéine d’échafaudage. Étonnamment, près de 10 % des protéines à domaine kinase
chez l’humain semblent n’avoir aucune activité catalytique classique puisque au moins un
des résidus essentiels à la catalyse serait absent, laissant ainsi présager leur incapacité à
initier le phosphotransfert (Manning et al., 2002). La transmission du signal serait entre
autres assurée par la capacité de ces protéines à promouvoir l’assemblage de complexes
multiprotéiques. KSR semble avoir ce rôle au sein de la signalisation MAPK. KSR
faciliterait la phosphorylation de MEK par RAF en favorisant leur rapprochement (Roy et
al., 2002). D’ailleurs, les mutants de KSR qui préviennent cette phosphorylation sont
incapables d’assembler simultanément RAF et MEK en complexe ternaire, suggérant ainsi
que le mécanisme d’action de KSR au sein du processus d’activation de la voie ne semble
pas avoir recours à une activité kinase. Fait intéressant, le mutant KSR, qui modifie
entre autres la base catalytique, est celui que Kolesnick a utilisé pour démontrer la
pertinence fonctionnelle du domaine kinase de KSR dans l’activation de RAF. D’après les
résultats de Roy et al. ce mutant est incapable d’interagir avec MEK, ce qui par conséquent
remet en doute les conclusions de Kolesnick (voir annexe 2). D’ailleurs, les sites de
phosphorylation de RAF qui seraient induits par KSR correspondent aux sites
d’autophosphorylation de RAF. Ces résultats suggèrent que le recrutement de MEK à RAF
par K$R puisse favoriser l’autophosphorylation de RAF.
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4.1.4.1. KSR est plus qu’une simple protéine d’échafaudage
L’assemblage de complexes multiprotéiques n’est pas le seul mécanisme permettant
aux protéines kinases dépourvues d’une activité catalytique d’assurer la transmission de
signaux. Certaines protéines semblent activement prendre part au processus d’activation de
la voie (Manning et al., 2002). Les membres de la famille des Jaks par exemple ont un
domaine kinase inactif, appelé domaine pseudokinase, qui assure par modification
allostérique la régulation d’un second domaine kinase catalytiquement compétent (Chen et
al., 2000). La caractérisation des mutants oncogéniques de B-RAF a également permis de
mettre en évidence la possibilité qu’une régulation allostérique induite par B-RAF puisse
moduler l’activation de l’isoforme C-RAF (Wan et al., 2004). En effet, plusieurs mutants
de B-RAF, isolés à partir de lignées tumorales, ont une activité kinase largement réduite in
vitro puisque ces substitutions oncogéniques affectent des résidus hautement requis pour la
catalyse. Étonnamment, ces mutants possèdent tous la capacité d’induire l’activation de
MAPK endogène (Davies et al., 2002; Gamett and Marais, 2004; Wan et al., 2004). Cette
activation dépend cependant de son homologue C-RAF puisque sa déplétion par RNAi
abolit complètement l’induction de MAPK par B-RAF mutant. Wan et al. proposent en fait
que l’hétérodimérisation de C-RAF à B-RAF mutée entraîne l’activation de C-RAF par
l’intermédiaire d’un changement conformationnel (Garnett and Marais, 2004; Wan et al.,
2004). À la lumière de ces informations serait-il possible que KSR puisse réguler l’activité
du domaine kinase de RAF par l’intermédiaire d’une modification conformationnelle?
Cette hypothèse serait compatible avec le fait que dans l’embryon d’une mouche le
phénotype associé à une mutation perte de fonction de KSR puisse être restauré par une
forme activée de RAF (Therrien et al., 1995). D’ailleurs, une étude d’épistasie réalisée
également chez la drosophile propose que KSR puisse agir entre Ras et RAF (Therrien et
al., 1995). D’autre part, le fait que KSRK7O5M (mutation de la lysine invariable chez la
mouche) soit légèrement moins apte à faciliter la phosphorylation de MEK par RAF,
malgré sa capacité à assembler le complexe ternaire, laisse également présager que KSR
puisse avoir une activité catalytique (et non une activité kinase) qui serait nécessaire à
l’activation de RAF au même titre que son activité d’échafaudage (Roy et al., 2002)). Il
n’est cependant pas exclu que cette modeste réduction d’activation de la voie soit plutôt
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causée par un changement conformationnel qui affecte la façon dont KSRK?OSM présente
MEK à RAF sans toutefois perturber l’association KSRJMEK. Or d’après les résultats
décrits au chapitre 3 de cette thèse, il semble que KSR puisse moduler l’activité de RAF par
l’intermédiaire d’un changement allostérique qui faciliterait potentiellement l’ouverture de
la boucle d’activation du domaine kinase de RAF. Cette hypothèse est basée sur le fait
qu’un mutant constitutivement activé de RAF caractérisé par la double mutation des
thréonines 571 et 574 en résidus phosphomimétiques (RAf) (sites phosphorégulateurs de
la boucle d’activation de RAF), devient complètement réfractaire au mécanisme d’action de
KSR (Figures 3.2B et 3.2D). Ce résultat a permis de proposer que KSR puisse ouvrir la
boucle d’activation du domaine kinase de RAF potentiellement dans le but d’exposer ces
sites phosphorégulateurs (Thr571 et Thr574). D’ailleurs la phosphorylation de ces
thréonines est un événement moléculaire essentiel à l’obtention d’une activation maximale
de RAF (voir section 1.4.2.3.2.3.1, page 32). Sachant que l’effet positif médié par CNKNT
dans le processus d’activation de RAF dépend de K$R, il est normal que le mutant RAf
soit également réfractaire au mécanisme d’action de CNKNT (Figures 3.2A, 3.2B, 3.2D et
3.51). Étonnamment, CNKNT peut partiellement restaurer la phosphorylation de MEK
suivant l’expression du mutant RAF caractérisé par la mutagenèse de ses thréonines 571
et 574 en alanines (figure 3.2A). Pourtant ces mutations devraient compromettre la
stabilisation de la conformation active du site actif de RAF, ce qui par conséquent devrait
prévenir la phosphorylation de MEK. En fait ce résultat suggère que KSR puisse participer
à la stabilisation de la conformation active du domaine kinase de RAF suivant l’intégration
d’un signal Ras par CNKT, en favorisant par exemple la réorientation du segment
d’activation de RAF. L’ouverture induite par KSR pourrait initier le processus d’activation
du domaine kinase de RAF, sans toutefois être en mesure d’atteindre l’activation maximale.
La phosphorylation des thréonines est essentielle à cette activation maximale puisqu’elle
permet de réorienter les différents résidus nécessaires à la liaison efficace du substrat MEK.
Puisque ces thréonines sont mutagenéisées, la phosphorylation de MEK est donc minime.
Il n’est cependant pas exclu que cette ouverture induite par KSR puisse également éliminer
certaines interactions intramoléculaires qui contribuent normalement à la stabilisation de la
conformation inactive du domaine kinase de RAF. À titre d’exemple, la conformation
inactive d’un domaine kinase peut parfois être davantage stabilisée par l’intermédiaire
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d’une association entre le glutamate de l’hélice OEC et l’arginine positionnée en amont de la
base catalytique (Nolen et al., 2004). Suivant la phosphorylation de la boucle d’activation,
le phosphorésidu primaire peut alors interagir avec cette arginine dans le but de réorienter
le motif DFG de façon à ce qu’il soit correctement positionné lors de la catalyse (Huse and
Kuriyan, 2002). Il est possible que KSR puisse dissocier l’interaction du glutamate et de
l’arginine par modification allostérique de façon à instabiliser la conformation inactive de
RAF. L’association entre la phosphothréonine 571 et Ï’arginine maintenant disponible
pourrait dès lors stabiliser davantage la conformation du domaine kinase de RAF nécessaire
pour assurer la liaison efficace de MEK. En fait, l’activation du domaine kinase de RAF
nécessite une réorganisation tridimensionnelle qui permettrait aux résidus normalement
impliqués dans la liaison de l’ATP, l’association de MEK et le phosphotransfert d’être
repositionnés adéquatement. KSR pourrait agir à plusieurs niveaux autant dans
l’instabilisation de la conformation inactive que dans la stabilisation de la conformation
active du domaine kinase de RAF, sans toutefois phosphoryler directement les résidus
thréonines 571 et 574. L’ensemble de ces résultats permet donc de proposer que KSR soit
plus qu’une simple protéine d’échafaudage favorisant le recrutement de MEK à RAF
(Douziech et al. 2005). D’ailleurs certains mutants du domaine kinase de KSR
(KSRA696v7o3T et KSR’732”) qui ont la capacité d’assembler le complexe ternaire, sont
pourtant incapables de soutenir l’activation de MEK par RAF (Figures 3.3B et 3.4). Ces
résultats seront discutés à la section suivante (section 4.1.4.2, page 181).
Malgré le fait que ces études adressent spécifiquement l’importance fonctionnelle
de la portion NT de CNK dans le processus d’activation de RAF, il ne faut pas oublier que
CNK a également la capacité d’interagir avec le domaine kinase de RAF par l’intermédiaire
de sa portion CT (le motif RIM). CNK pourrait donc faciliter l’activation de RAF par KSR
en favorisant le rapprochement de K$R à RAF. L’association entre RAf’T et le domaine
CAl de KSR pourrait également stabiliser ce rapprochement (Figure 4.1). Cependant,
malgré le fait que nous avons démontré que CNK peut lier simultanément les domaines
kinases de KSR et de RAF (Figure 3.5E), aucune évidence expérimentale ne nous permet
d’interconnecter le potentiel d’échafaudage de CNK au processus d’activation de RAF par
KSR. Pour le démontrer, il faudrait vérifier la capacité de CNK de type sauvage à
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accentuer d’une part la formation du complexe KSR!RAF et d’autre part la phosphorylation
de MEK par RAF.
4.1.4.2. Mutants du domaine catalytique de KSR
La plupart des mutants du domaine kinase de KSR abolissent l’activation de la voie
Ras/MAPK. Dans certains cas, la portion NT de CNK peut restaurer légèrement la
phosphorylation de MEK par RAF, corroborant ainsi l’hypothèse suggérant l’importance
fonctionnelle de CNKNT dans la réorganisation tridimensionnelle du domaine kinase de
KSR (Figure 3.3). Différentes hypothèses peuvent être émises dans le but d’expliquer
pourquoi les mutations du domaine kinase de KSR le rendent inapte à induire l’activation
de RAF. Les sections qui suivent se consacrent aux comportements que ces mutants
semblent adopter en tentant d’éclaircir pourquoi l’activation de la voie est abolie.
Les mutants KSRDA (mutations de la base catalytique et de l’acide aspartique du
motif DFG) et KSRc922’ (mutation dans le sous domaine XI) sont incapables d’assembler le
complexe KSR/RAF/MEK, ce qui par conséquent prévient l’activation de MEK. Pourtant
la surexpression de CNKNT permet de restaurer légèrement la phosphorylation de MEK,
laissant ainsi présager que CNK puisse moduler l’activité de K$R par un mécanisme qui
serait indépendant de la capacité de KSR à recrutement MEK (Figures 3.3B et 3.4). Il est
possible que l’intégration du signal Ras par les domaines SAM et CRIC de CNK puisse
induire un changement conformationnel qui permettrait aux mutants de KSR d’instabiliser
la conformation inactive de leur domaine kinase et/ou stabiliser leur conformation active.
Cette modeste réorganisation ne leur permettrait toutefois pas d’induire efficacement
l’activation de RAF, ce qui par conséquent se traduirait par une faible phosphorylation de
MEK. Cette phosphoiylation ne serait pas attribuable à une restauration de l’association de
MEK. En effet, si tel avait été le cas, la phosphorylation de MEK induite par RAF suivant
l’expression du mutant KSRG6SSE (mutation dans le site de liaison nucléotidique) aurait du
être supérieure ou du moins équivalente à celle induite suivant l’expression de KSRc922\’
puisque KSRG688E a la capacité d’interagir faiblement avec MEK, contrairement au mutant
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Figure 4.1 Modèle d’activation du module Ras/MAPK. (A) En absence d’une stimulation
CNK maintient RAF inactive via sa région RIR. HYP assure le recrutement de KSR au
domaine SAM de CNK. L’engagement des domaines NT de KSR et de RAF reste à être
confirmé. (B) Suite à la stimulation d’un RTK, Ras et Src42 sont activées. Src42 s’associe
à la région Y1 163 de CNK et désengage le RIR. Parallèlement, les domaines SAM et
CRIC de CNK intègre le signal Ras et stimule l’activité de KSR potentiellement via un
changement conformationnel au niveau de son domaine kinase. KSR ainsi stimulée,
transactive RAF en modulant également l’organisation tridimensionnelle de son domaine
kinase, ce qui par conséquent semble favoriser l’exposition des sites phosphorégulateurs de
RAF. MEK est ensuite phosphorylée par RAF pour assurer la transmission du signal.
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KSRC922Y qui lui, est incapable (Figure 3.4A). Ces résultats réfutent par conséquent
l’implication de CNKNT dans la stabilisation de l’interaction KSR/MEK. Parallèlement, si
la fonction de CNKNT avait uniquement été d’assurer la réorientation de MEK au site actif
de RAF, le mutant KSRC922 n’aurait eu aucune activité, même suivant l’expression de
CNKNT. L’ensemble de ces résultats suggère que le mécanisme d’action de CNK semble
être spécifiquement dirigé vers le domaine kinase de KSR et non vers l’association
KSRJMEK.
Chez les mammifères, il semblerait que KSR ait la capacité de lier une molécule
d’ATP (Muller et al., 2000). Quoique aucune preuve ne suggère une telle association
nucléotidique chez la mouche, il est vraisemblable qu’il en soit ainsi puisque la mutation
d’un important résidu positionné au sein du motif riche en glycines normalement impliqué
dans la fixation et l’orientation des groupements phosphates de l’ATP (KSRG688E), prévient
l’activation de la voie de signalisation. D’après nos analyses biochimiques, cette mutation
semble perturber l’association de MEK au domaine kinase de KSR, sans toutefois
l’éliminer (Figure 3.4A). Deux modèles pourraient expliquer cette perturbation. Le
premier propose que l’association d’une molécule d’ATP au site de liaison nucléotidique
puisse, par exemple, faire en sorte que le domaine kinase de K$R adopte une conformation
tridimensionnelle particulière qui permettrait la stabilisation de l’interface d’interaction de
KSR et de MEK dans le but d’augmenter leur affinité d’association. Dans ce cas-ci, la
liaison nucléotidique devrait potentiellement être constitutive puisque l’association
KSR!MEK ne dépend pas d’un signal. D’ailleurs l’élimination de Ras par RNAi, au même
titre que la surexpression de Ras”12, n’affectent pas cette association, suggérant ainsi que la
fixation de la molécule d’ATP au site de liaison nucléotidique de KSR ne dépend pas de
l’activation préalable de la voie Ras/MÀPK (Roy et al. 2002). Le second modèle propose
que la perturbation de l’interaction KSRJMEK puisse être causée par une désorganisation
structurale du domaine kinase de K$R résultant de la mutation de la glycine en position
68$. La surexpression de CNKNT pourrait restabiliser légèrement sa conformation, se
traduisant ainsi en une faible phosphorylation de MEK (Figure 3.3B). Dans ce cas-ci,
l’ATP ne serait pas directement impliquée dans la stabilisation de l’interaction KSR/MEK.
Elle pourrait plutôt avoir le rôle d’un régulateur allostérique. Son association au site de
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liaison nucléotidique de KSR pourrait être induite suivant l’intégration d’un signal Ras par
la portion NT de CNK. Cette liaison pourrait par exemple induire un changement
conformationnel qui permettrait au domaine kinase de KSR d’être en mesure de
transactiver RAF. Fait intéressant, l’utilisation de l’ATP comme régulateur allostérique
serait l’une des étapes essentielles au mécanisme moléculaire par lequel l’activité du
récepteur guanylate cyclase (ANF-RGC, impliqué dans la production du GMPc) serait
modulée. En effet, la liaison d’une molécule d’ATP au site de liaison nucléotidique
permettrait d’activer partiellement le récepteur dans le but de le préparer à subir les étapes
subséquentes menant vers l’activation de son domaine guanylate cyclase. Étonnamment,
l’utilisation d’un analogue d’ATP non hydrolysable est tout aussi efficace, permettant ainsi
de suggérer que le mécanisme d’action du nucléotide soit médié par modification
allostérique plutôt que par l’intermédiaire d’une réaction de phosphotransfert. D’ailleurs le
domaine kinase du récepteur serait inactif puisque la base catalytique n’est pas conservée.
Or il est intéressant de mentionner que pour être pleinement activé, le récepteur ANF-RGC
doit nécessairement être phosphorylé dans la région du site de liaison nucléotidique (kinase
inconnue) (Potter and Hunter, 1998; Sharma et al., 2001). Cette phosphorylation a lieu
suivant le changement conformationnel induit par la liaison d’une molécule d’ATP (Duda
et al., 2001). Est-ce que l’intégration d’un signal Ras par CNKNT pourrait favoriser un tel
événement de phosphorylation sur KSR et ainsi assurer la transactivation subséquente du
domaine kinase de RAF? Selon ce modèle CNKNT pourrait par exemple favoriser la liaison
d’une molécule d’ATP au site de liaison nucléotidique du domaine kinase de KSR par
l’intermédiaire d’un changement conformationnel. Cette association nucléotidique pourrait
faciliter l’exposition d’un ou plusieurs sites de phosphorylation qui seraient nécessaires à
l’induction du mécanisme d’action de KSR. Par exemple, cette phosphorylation pourrait
entraîner la restructuration du domaine kinase de KSR de façon à lui permettre non
seulement de transactiver de RAF, mais également de réorienter adéquatement MEK à
proximité du site actif de RAF dans le but de faciliter sa phosphorylation. Ce modèle
permettrait d’expliquer pourquoi KSRG68SI3 est incapable de supporter l’activation de MEK,
malgré sa capacité à interagir faiblement avec cette protéine. La conformation du domaine
kinase de K$R serait altérée de manière à le rendre inapte à induire l’activation de RAF.
Son association à MEK serait par le fait même perturbée sans toutefois être éliminée. Le
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MEK qui arrive à se complexer pourrait potentiellement être mal orienté. Ce résultat
démontre que le mécanisme d’action de K$R au sein du processus d’activation de RAF ne
se résume pas uniquement au recrutement de MEK à RAF, sans quoi l’activation de MEK
par RAF aurait été possible suivant l’expression du mutant KSRG6$$E. L’ajout de CNKNT
pourrait contribuer à la réorganisation tridimensionnelle du domaine kinase de K$R en
tentant de stabiliser une conformation active. Ce modèle explique également pourquoi
KSRC922Y, qui est incapable de lier MEK, est un meilleur activateur de la voie suivant
l’expression de CNKNT, que le mutant KSRG688E. Le site de liaison nucléotidique de
KSRC922\’ est intact et donc pourrait, de concert avec CNKNT, stabiliser légèrement la
conformation active du domaine kinase de KSRc922\’. Par conséquent, il serait intéressant
de vérifier la capacité de K$R à lier l’ATP en présence ou en absence de CNKNT. Nous
pourrions par la suite mutagenéiser le site de phosphorylation potentiel (la thréonine en
position 692) localisé au sein de la pochette de liaison nucléotidique de KSR en résidu
phosphomimétique et vérifier si ce mutant devient insensible au mécanisme d’action de
CNKNT.
Les mutants KSRAAT (mutations dans le site de liaison nucléotidique) et KSRR732T
(mutation entre les sous-domaines III et IV) sont particuliers. En effet, ils ont la capacité
d’assembler le complexe CNK/HYP/KSRIRAF/MEK au même titre que KSR de type
sauvage (figure 3.4). Pourtant, aucune phosphorylation de MEK n’est visualisable,
démontrant une fois de plus que le mécanisme d’action de KSR au sein du processus
d’activation de RAF ne se résume pas simplement à une activité d’échafaudage (figures
3.3B et 3.4). Par ailleurs, l’expression de CNKNT ne permet pas de restaurer la
phosphorylation de MEK. Alors, quel pourrait être le défaut de ces mutants? En fait, deux
modèles possibles pourraient expliquer leur inaptitude à induire l’activation de RAF. Le
premier concerne l’incapacité de ces mutants à intégrer un signal provenant de CNKNT.
Ces mutations pourraient par exemple stabiliser le domaine kinase de KSR dans une
conformation inactive qui ne pourrait être adéquatement modifiée par CNKNT suivant
l’activation de la voie. L’activité de ces mutants de KSR ne pourrait être stimulée, ce qui
par conséquent préviendrait l’activation de RAF. Le second modèle propose que ces
mutants soient incompétents à induire l’activation de RAF par l’intermédiaire d’une
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modification allostérique, sans toutefois perdre leur capacité à intégrer l’activité du NT de
CNK. Dans ce cas-ci, CNKNT aurait la capacité de modifier adéquatement la conformation
du domaine kinase de KSR dans le but de stimuler sa fonction. Cependant, les mutations
AVAT et R732H pourraient faire en sorte que KSR soit incapable d’ouvrir la boucle
d’activation du domaine kinase de RAF, prévenant par conséquent l’exposition adéquate
des sites phosphorégulateurs de RÀF. Différentes approches expérimentales pourraient être
faites dans le but de comprendre l’importance de KSR dans l’activation de RAF. Nous
pourrions d’abord reconstituer in vitro l’activation de RAF par KSR au moyen d’un essai
kinase pour ensuite évaluer l’impact des mutants (KSRAT et KSRR732F) et ainsi confirmer
que cette inactivation n’est pas le résultat d’une mauvaise orientation de MEK. Si RAF
arrive à s’autophosphoryler dans ces conditions, nous pourrions présumer que ces
mutations rendent inaccessible MEK. À l’inverse, l’absence d’autophosphorylation
impliquerait KSR dans le processus d’activation de RAF indépendamment de son activité
d’échafaudage. Nous pourrions ensuite vérifier à l’aide du système de dimérisation forcée
fRB-FKBP la capacité de KSR à induire l’activation de RAF. Si KSR parvient à activer
RAF, nous pourrions directement évaluer l’impact des mutations AVAT et R732H. Si par
exemple RAF peut être activée, ces mutations doivent nécessairement prévenir l’intégration
du signal provenant de CNKNT, sans toutefois perturber la capacité du domaine kinase de
KSR à activer RAF par l’intermédiaire d’un changement conformationnel. À l’inverse si
RAF ne peut être activée, le mécanisme d’activation de KSR est probablement altéré. Fait
à noter, cet essai n’est valide que si KSR parvient à transactiver RAF en absence de CNK
sans quoi, nous ne pourrions discriminer à savoir si les mutations du domaine kinase de
K$R perturbent l’activité de CNKNT ou la transactivation à proprement dite. Il est
intéressant de mentionner que la mutation R732H perturbe une région conservée du
domaine kinase de KSR qui pourrait potentiellement être impliquée dans la liaison de
l’acide phosphatidique (PA) (Andresen et al., 2002). CNKNT pourrait par exemple
contribuer à l’exposition de cette surface d’interaction et favoriser la liaison du PA, suivant
l’activation de la PLD par Ras”2. Selon la littérature, il semble que la liaison du PA puisse
influencer le recrutement de C-RAF à la membrane et la phosphorylation de MAPK,
puisque l’expression d’une forme dominante négative de la PLD prévient ces événements
moléculaires (Rizzo et al., 1999; Rizzo et al., 2000). Le recrutement de KSR732FT à la
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membrane pourrait donc être compromis, affectant par conséquent l’activation de la voie.
Cependant nos résultats préliminaires ne supportent pas ce modèle.
En somme, CNK et KSR auraient d’importants rôles à jouer au sein du processus
d’activation de RAF. Contrairement au rôle passif que KSR s’était fait initialement
attribuer de par sa capacité à recruter MEK, mes résultats tendent à démontrer que KSR
puisse activement prendre part au processus d’activation de RAF en modulant
potentiellement la conformation de domaine kinase de RAF. Une étude cristallographique
sera toutefois requise pour valider cette hypothèse.
4.2. Mécanisme de régulation de la région RIR de CNK
La portion CT de CNK comporte une séquence à double composante d’environ
40 acides aminés qui serait impliquée dans la régulation négative de la voie de signalisation
Ras/MAPK (Figures 2.3 et 2.S1). Cette région, appelée RIR, contient un site de liaison à
RAF (RIM) et une séquence inhibitrice (IS) en position adjacente (Douziech et al., 2003).
Son rôle serait d’empêcher la phosphorylation de MEK par RAF en absence d’un signal
provenant des RTKs. Son mécanisme d’action serait potentiellement de maintenir le
domaine kinase de RAF dans une conformation inactive, un événement qui pourrait
d’ailleurs s’ajouter à la stabilisation induite par la liaison de 14-3-3. Les prochaines
sections discutent du rôle présumé de la région RIR au sein de la cascade Ras/MAPK et des
mécanismes qui permettraient de relever son potentiel inhibiteur.
4.2.1. Effet inhibiteur de la région RIR
Différentes stratégies permettent à la cellule de réguler efficacement l’activité de ses
protéines (Kobe and Kemp, 1999). L’association d’un cofacteur et les modifications
posttraductionnelles en sont des exemples. Contrôler directement l’accès des molécules
substrats au site actif de l’enzyme permet également d’influencer la fonction d’une
protéine. Cette régulation porte le nom de régulation infrastérique. Dans la plupart des cas,
l’accès du site actif de l’enzyme est négativement modulé par la liaison d’une séquence
interne, appelée pseudosubstrat, positionnée en amont ou en aval du domaine catalytique
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(Lew, 2003). Cette association intramoléculaire entraîne également la distorsion du
domaine catalytique de la protéine, inhibant ainsi davantage son activité enzymatique (Huse
and Kuriyan, 2002). De façon générale, cette distorsion se traduit en une incapacité à lier
une molécule d’ATP. La boucle d’activation peut dans certains cas être obstruée, alors que
l’hélice ctC peut être mal orientée. Cette désorganisation généralisée du domaine
catalytique de la protéine assure par conséquent l’inhibition efficace de son activité
enzymatique en prévenant autant la liaison du nucléotide que la molécule substrat.
Curieusement, cette régulation intrastérique n’est pas toujours le résultat d’une simple
association intramoléculaire (Goldberg et al., 1996; Hu et al., 1994; Kobe and Kemp, 1999;
Matsushita and Naim, 1998). Dans certains cas, cette modulation se fait en trans suivant la
formation d’un homodimère. La protéine p21-activated kinase PAK1 semble être ainsi
régulée (Parrini et al., 2002). La régulation intrastérique peut également être assurée par
interaction interrnoléculaire suivant la formation d’un complexe oligomérique. La PKA en
est un exemple puisque sa sous-unité catalytique peut être négativement régulée par une
sous-unité régulatrice (Kim et al., 2005). Cette modulation intrastérique est donc un mode
de régulation flexible qui permet de contrôler avec efficacité l’activité d’une enzyme.
CNK est caractérisée par une région inhibitrice (RIR) à deux composantes qui
inactive la signalisation du module MAPK. Ses composantes correspondent à un domaine
de liaison à RAF (RIM) et une séquence inhibitrice (1$), lesquels sont conjointement requis
pour médier l’effet répresseur. Le mécanisme d’action du RIR n’a pas encore été clarifié,
cependant il semble qu’il bloque la transmission du signal entre RAF et MEK par
l’intermédiaire d’une association entre le domaine catalytique de RAF et le RIM de CNK
(Douziech et al. 2003). La séquence 15 ne semble pas être impliquée dans cette interaction.
Son rôle moléculaire est inconnu. Or plusieurs évidences biochimiques suggèrent la
possibilité que la région RIR de CNK puisse agir comme un pseudosubstrat dans le but de
réguler la phosphoiylation de MEK par RAF. Cependant, aucune structure
cristallographique n’est actuellement disponible pour valider cette hypothèse. Certains
comportements peuvent par contre être pris en considération pour qualifier la région RIR de
pseudosubstrat potentiel (Kobe and Kemp, 1999). Ces comportements avaient initialement
été décrits par différentes approches biochimiques. D’abord, l’utilisation d’un peptide
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synthétique correspondant à la séquence de régulation négative doit agir comme inhibiteur.
À J’inverse, la délétion de cette séquence doit prévenir la répression. D’après ces
observations, il semble que la région RIR de CNK se comporte ainsi. En effet, la
surexpression du RIR fusionnée à GFP peut en soi inhiber l’activation de MAPK induite
par Ras’112. La mutation du RIM ou de la séquence IS renverse par contre cette inhibition
(Figure 2.4C). CNK est de plus incapable d’interagir avec un mutant de RAF dont
l’activité catalytique a été détruite. Par conséquent, à la lumière de ces informations, il est
possible de suggérer que CNK puisse réguler négativement la phosphorylation de MEK par
RAF en agissant comme un pseudosubstrat.
Le fait que la région RIR soit composée de deux éléments conjointement requis
pour médier l’inactivation du module MAPK n’est pas étonnant. En effet, certaines
analyses cristallographiques ont montré que la liaison d’une séquence d’autorégulation
négative au site actif d’une enzyme n’est pas toujours suffisante pour stabiliser la
conformation inactive du domaine catalytique (Taylor and Radzio-Andzelm, 1997). Une
séquence additionnelle généralement en position adjacente, serait également requise. Elle
serait impliquée dans la liaison d’une région située en périphérie du site actif de l’enzyme.
La protéine neuronale N-WASp impliquée dans la régulation de la polymérisation de
l’actine en est un exemple (Bompard and Caron, 2004). En effet, cette dernière contient
deux motifs respectivement appelés GBD (« G protein binding/switching domain ») et B
(« basic motif »), qui maintiennent le complexe nécessaire à l’initiation de la
polymérisation dans une conformation fermée et inactive. Étonnamment, ces domaines
sont incapables d’inhiber la polymérisation lorsqu’ils sont individuellement exprimés. Par
contre, l’expression du segment B-GBD inhibe en trans avec efficacité, suggérant ainsi que
le mécanisme de régulation négative dépend d’une région à deux composantes (Kim et al.,
2000; Prehoda et al., 2000). Ces résultats s’apparentent significativement à ceux obtenus
suivant l’expression de la fusion GFP-RIR de CNK (Figure 2.4C). Fait intéressant, la PKA
et la protéine kinase twitchin sont également caractérisées par un tel mécanisme de
régulation à double composante (Gibson et al., 1997; Kobe et al., 1996). Ces résultats
laissent donc présager que la région RIR de CNK puisse réguler négativement l’activité
catalytique de RAF par un mécanisme moléculaire qui semble relativement récurrent. Une
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analyse cristallographique du complexe RIR/RAF sera cependant nécessaire pour confirmer
le mécanisme d’action du RIR.
L’utilisation d’un pseudosubstrat n’est pas le seul mécanisme moléculaire
permettant de moduler négativement l’activité enzymatique d’une protéine (Kobe and
Kemp, 1999; Taylor and Radzio-Andzelrn, 1997). Il semble que mimer l’adénine de l’ATP
soit également une stratégie adoptée par différentes protéines pour empêcher l’accès du
nucléotide et ainsi prévenir la catalyse. À titre d’exemple, l’inhibiteur 27K1 contient un
résidu tyrosine qui s’intercale dans la pochette de liaison de l’ATP de la protéine kinase
Cdk2. Cette tyrosine établit différents contacts dont l’un avec la lysine invariable du
sous-domaine II. Ces associations ont pour effet d’altérer le positionnement adéquat du
«G-loop », ce qui par conséquent prévient la coordination adéquate du nucléotide (Russo et
al., 1996). Il semble que le récepteur à l’insuline soit également régulé de cette façon. La
phosphorylation de son résidu tyrosine permet cependant de libérer l’accès au nucléotide
suivant un changement conformationnel (Hubbard, 1997). Serait-il possible que la région
RIR de CNK puisse également contrôler l’accès du nucléotide puisque sa séquence 15 est
caractérisée par un résidu tyrosine (Y 1085) qui est conservé chez A. gambiae? La synthèse
d’un peptide phosphorylé permettrait de répondre à cette question. En effet, nous avons
montré que le RIR a la capacité d’inhiber la phosphorylation de MAPK par Ras”2. Une
mutation dans la séquence 1$, qui perturbe entre autres la Y1085, prévient par contre cette
inactivation (Figures 2.3D et 2.3E). Est-ce que l’utilisation d’un peptide préalablement
phosphorylé en position 1085 permettrait également d’éviter l’inactivation du module
MAPK? Si tel est le cas, le mécanisme d’action de la séquence IS serait peut-être d’inhiber
la phosphorylation de MEK par RAF en intercalant potentiellement son résidu tyrosine
dans le site actif de RAF. Il n’est cependant pas exclu que cette tyrosine puisse agir ailleurs
en désorientant par exemple certains résidus responsables du positionnement adéquat des
différents acides aminés impliqués dans la réaction de phosphotransfert. Les récepteurs
tyrosine kinases semblent être ainsi régulés. En effet, leur mécanisme d’auto-inhibition fait
appel à une région juxtamembranaire non catalytique qui réprime l’activité enzymatique
sans toutefois s’insérer dans le site actif. Elle exerce plutôt son effet par l’intermédiaire
d’un changement conformationnel qui peut cependant être renversé par la phosphorylation
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de certains résidus tyrosines (Huse and Kuriyan, 2002). Ce changement conformationnel
résulte de l’association entre la région juxtamembranaire et l’hélice OEC du N-lobe. Cette
liaison altère d’une part le positionnement du « G-loop » et d’autre part prévient
l’interaction de la lysine invariable du sous-domaine II au glutamate du sous-domaine III.
Cette distorsion a pour conséquence d’empêcher la coordination adéquate des groupements
phosphates de l’ATP (Wybenga-Groot et al., 2001). De façon similaire, la région RIR de
CNK pourrait désorienter, suivant son association à RAF, certains résidus dans le but de
modifier l’organisation tridimensionnelle du domaine kinase de RAF. Il existe donc
différentes façons de réguler négativement l’activité d’une protéine. Il est à noter que la
localisation subcellulaire et l’association d’un régulateur négatif additionnel (phosphatase
par exemple) pourraient également favoriser l’inactivation de RAF par CNK sans pour
autant perturber directement l’organisation structurale du domaine kinase de RAF.
4.2.2. Désengagement de la région RIR par Src42
Les différents mécanismes moléculaires permettant de réguler négativement
l’activité catalytique d’une enzyme peuvent également être modulés. La phosphorylation,
la protéolyse, l’association d’un activateur ou d’un ligand peuvent renverser ce processus
d’inactivation. Ces événements assurent, entre autres, l’induction d’un changement
conforrnationnel qui altère l’organisation structurale du domaine catalytique dans le but de
réorienter adéquatement les différents résidus requis lors de la réaction enzymatique et ainsi
restaurer la fonction de la protéine (Kobe and Kemp, 1999; Krupa et al., 2004). Alors, quel
pourrait être le mécanisme moléculaire permettant d’inhiber l’effet répresseur exercé par la
région RIR de CNK sur le domaine kinase de RAF?
CNK endogène est phosphorylée en tyrosine suivant la stimulation des RTKs, une
phosphoiylation qui d’ailleurs coïncide avec l’activation de MAPK (Laberge et al., 2005)
(voir annexe 1). La région entourant la tyrosine 1163 (Y1163), positionnée en aval du RJR,
serait essentielle non seulement pour assurer la phosphoiylation en tyrosine de CNK, mais
également pour garantir l’accomplissement de sa fonction. D’ailleurs, plusieurs allèles
perte de fonction de CNK isolés lors d’un crible KSR-dépendant contiennent des mutations
ponctuelles dans cette région (Therrien et al., 199$). De façon similaire, la mutation de la
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Y1163 est incapable de renverser la létalité associée à des allèles perte de fonction de CNK
dans l’animal. La mutation concomitante de la séquence 15 peut par contre restaurer la
viabilité. Ces résultats suggèrent que la mutation de la Y1 163 amplifie le potentiel
inhibiteur du RIR qui peut cependant être contrecarré par la mutation de la séquence IS.
Ainsi il a été émis comme hypothèse que la région Y1 163 de CNK puisse être impliquée
dans la régulation négative du RIR suivant l’intégration d’un signal en provenance des
RTKs. Or il semble que la protéine tyrosine kinase cytoplasmique Src42 puisse
spécifiquement s’associer à la région Y1 163, entre autres, par l’intermédiaire de son
domaine SH2. Cette interaction requiert cependant la phosphoiylation préalable de la
Y1163 médiée soit par le récepteur, soit par une kinase non identifiée. Src42 ne génère pas
son propre site d’ancrage puisque sa déplétion par RNAi n’empêche pas la phosphorylation
de la Y1 163 d’avoir lieu suivant la stimulation du récepteur. Selon le modèle, l’association
de Src42 pourrait désinhiber la région RIR de CNK en induisant potentiellement un
changement conformationnel qui permettrait par exemple de réorienter la séquence 1$ de
CNK dans le but de libérer l’accès du site actif de RAF aux molécules substrats et/ou aux
nucléotides. Curieusement, la régulation négative du RIR ne dépend pas de l’activité
kinase de Src42. En effet, la simple expression de la portion NT de Src42, caractérisée par
ses domaines 5H2 et SH3, peut restaurer l’activation de MAPK induite par le récepteur
SevSl1 (Laberge et Therrien, donnée non publiée). La mutagenèse des domaines SH2 ou
5H3 de 5rc42 perturbe néanmoins cette activation. Il est intéressant de mentionner que Ras
n’influence en aucun cas les effets médiés par 5rc42. En effet, sa déplétion par RNAi
n’empêche pas la phosphorylation de CNK en tyrosine, ni l’association de Src42 à la région
Y1163 de CNK (Laberge et al., 2005) (voir annexe 1). Ces événements sont par contre
dépendants du RTK. Par conséquent CNK semble intégrer deux signaux distincts, mais
conjointement requis pour assurer la phosphorylation de MEK par RAF. La portion NT de
CNK serait essentielle à l’intégration d’un signal Ras alors que sa portion CT permettrait
d’intégrer un signal Src42. Cette régulation permettrait d’offrir une certaine spécificité en
aval des RTKs. En effet, seuls ceux ayant la capacité d’induire à la fois Ras et 5rc42
pourront activer le module MAPK associé à CNK.
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4.2.3. Implication du RIR dans l’activation de RAF?
La plupart des séquences impliquées dans la régulation négative d’un domaine
catalytique semblent également être requises lors et/ou suivant le processus d’activation de
ce domaine (Taylor and Radzio-Andzelm, 1997). La région juxtamembranaire d’un RTK
par exemple serait, entre autres, impliquée dans la stabilisation de la conformation active du
domaine tyrosine kinase (Hubbard, 2002; Huse and Kuriyan, 2002). Chez la MAPK
ERK2, la tyrosine qui obstrue le site actif doit être phosphoiylée non seulement pour libérer
l’accès, mais également pour induire l’activation du domaine kinase de ERK2 par
modification conformationelle puisque cette tyrosine est l’un des deux résidus essentiels
localisés dans la boucle d’activation (Canagarajah et al., 1997; Zhang et al., 1994). Le
domaine GBD de N-WASp assure quant à lui la liaison de la petite GTPase Cdc42 sous sa
forme GTP liée, alors que le motif B interagit avec le PIP2. Dans les deux cas, ces
associations sont essentielles pour initier la polymérisation de l’actine (Rohatgi et al.,
2000). À la lumière de ces informations, serait-il possible que le RIR de CNK soit
également requis pour assurer l’activation de RAF et/ou le maintien de son activité
catalytique? Selon les résultats obtenus en surexpression (Figures 2.3D, 2.4A, 2.4C, S2.l,
2.5), il semble que le RIR de CNK soit négligeable puisque sa mutagenèse accentue
systématiquement la signalisation Ras. Curieusement, nous avons obtenu des résultats
contradictoires concernant l’importance de l’association CNK{M/RAf lorsque nous avons
évalué d’un point de vue physiologique la pertinence fonctionnelle du RIM et de la
séquence 15. Pour ce faire, nous avons utilisé deux approches complémentaires, l’une
biochimique et l’autre génétique. Ces approches évaluaient la capacité des mutants de la
région RIR à renverser ou non le phénotype associé à une perte de fonction de CNK. Cette
perte de fonction se traduisait soit par l’incapacité de Ras”2 à activer MAPK dans un
système de cellules en culture (Figure 2.6B), soit par la létalité chez la mouche (Table 3.1).
Nous avons ainsi constaté que la phosphorylation de MAPK pouvait être restaurée suivant
l’expression du mutant CNKM à de faibles niveaux de concentrations (figure 2.6B). Par
contre, sous le contrôle de son promoteur endogène, le mutant RIM était incapable de
renverser la létalité associée à une perte de fonction de CNK, démontrant ainsi l’importance
de l’association CNKRIM/RAF pour assurer la viabilité de la mouche (Table 3.1). Plusieurs
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hypothèses peuvent expliquer cette contradiction. La surexpression de Ras dans les cellules
S2 pourrait être l’une de ces hypothèses. En effet, le niveau d’expression de Ras’1’2 dépasse
largement sa concentration physiologique, ce qui par conséquent pourrait favoriser
l’activation de RAF indépendamment de son association à CNK. Si par exemple CNK
participe au recrutement normal de RAF à la membrane plasmique par l’intermédiaire
d’une association RIMIRAF suivant l’activation de la voie de signalisation, il est possible
que la surexpression de Ras’1’2 puisse contrecarrer cette nécessité. La mutation du RIM se
traduirait par conséquent en une coopération qui résulterait d’une part par la désinhibition
du RIR et d’autre part par de l’intégration du signal Ras par la portion NT de CNK. Selon
ce modèle, la région RIR pourrait donc avoir deux impacts. Le premier serait d’inhiber la
phosphorylation de MEK par RAF. Le second, qui dépend dans ce cas-ci du RIM, pourrait
permettre le recrutement de RAF à la membrane plasmique suivant l’activation de la voie
(KSR serait par le même relocalisée à la membrane puisqu’elle interagit avec le domaine
SAM de CNK). Dans l’animal, l’association CNK’RAF prend tout son sens puisque le
recrutement de RAF à Ras est essentiel à son activation. Ras, dans ce cas-ci, est en quantité
insuffisante pour contrecarrer le besoin d’une relocalisation membranaire de RAF, ce qui
par conséquent ne permet pas de renverser la létalité associée à une perte de fonction de
CNK. Fait intéressant, le recrutement membranaire de RAF endogène par CNK a déjà été
démontré chez la drosophile (Anselmo et al., 2002). Par conséquent, il est possible de
croire que l’association CNKRIM/RAF puisse être une étape essentielle menant vers
l’activation de RAF. Il faudrait cependant refaire l’essai de complémentation dans les
cellules d’insectes en réduisant davantage la concentration de Ras”2. À faible
concentration, CNKIM mutant devrait se comporter comme une perte de fonction.
Outre la relocalisation membranaire, CNK pourrait également être impliquée dans la
stabilisation de la conformation active du domaine kinase de RAF par l’intermédiaire de
son motif RIM. L’importance de cette régulation fine pourrait être négligeable suivant la
surexpression d’une forme oncogénique de Ras. La cristallographie du complexe en
condition activée pourrait fournir des informations pertinentes. Il n’est cependant pas exclu
que le RIM puisse lier autre chose qui soit requis au cours du développement de la mouche,
mais qui ne dépend pas de l’activation de MAPK. Chez les mammifères par exemple, RAF
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peut inhiber l’apoptose en inactivant par phosphorylation le facteur proapoptotique BAD.
CNK pourrait par exemple assurer le recrutement de RAF à la mitochondrie dans le but de
lui permettre d’effectuer sa fonction antiapoptotique.
4.2.4. Analyse du mécanisme d’action de Src sur l’activation de RAF
Chez les mammifères, la phosphorylation de la Y341 de C-RAF par Src est l’une
des étapes essentielles menant vers l’activation du domaine kinase de C-RAF. En effet,
cette phosphotyrosine assure, de concert avec la phosphosérine 33$, l’inhibition du
mécanisme d’autorégulation négative exercé par la région NT de C-RAF sur son domaine
kinase (Tran and Frost, 2003; Wellbrock et al., 2004). Ces phosphorésidus, tous deux
positionnés dans la « N-region », seraient également impliqués dans la réorientation de
l’hélice OEC du domaine kinase de C-RAF dans le but d’aligner correctement les différents
résidus requis pour promouvoir son activation. Sans cette phosphorylation, la «N-region»
pourrait favoriser certaines interactions intramoléculaires qui favoriseraient la conformation
inactive du domaine kinase de C-RAF (Mason et al., 1999). B-RAF et RAF de drosophile
(DRAF) ne possède aucun résidu analogue à la Y341 de C-RAF. Elles ont plutôt
respectivement en position équivalente un aspartate (D448) et une asparagine (N421),
laissant ainsi présager que le mécanisme de régulation de C-RAF puisse avoir divergé au
cours de l’évolution (Chong et al., 2001; Marais et al., 1997). B-RAF et DRAF pourraient
par contre être potentiellement issus du même gène ancestral. Leur régulation pourrait être
similaire. Or quels sont les mécanismes moléculaires qui permettraient à B-RAF et à
DRAF d’ouvrir leur conformation? Les études réalisées au laboratoire ont en fait permis de
proposer que Src42 de Drosophile puisse avoir la capacité de moduler l’activité kinase de
DRAF par l’intermédiaire d’un mécanisme d’action indirect qui nécessiterait l’intervention
de CNK. Suite à l’activation des RTKs, Ras-GTP pourrait s’associer à DRAF pour ensuite
favoriser le déplacement de 14-3-3 dans le but d’induire, suivant la déphosphoiylation du
résidu $259 équivalent, un changement conformationnel qui faciliterait la première
ouverture de DRAF. La phosphorylation de la S33$ équivalente, couplée aux charges
négatives générées par deux acides glutamiques également positionnés dans la
«N-region », pourrait potentiellement participer à la stabilisation de cette nouvelle
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conformation adoptée par DRAF, permettant par conséquent de contrecarrer l’effet
d’autorépression exercé par sa portion NT. La région RJR de CNK pourrait participer à
cette stabilisation suivant la liaison de Src42 à la région Y1 163 de CNK. Le RIR pourrait
mimer les effets normalement accomplis suivant la phosphorylation de la Y341 de C-RAF.
En effet, suivant l’association de 5rc42, CNK pourrait subir un changement
conformationnel qui permettrait d’une part d’inhiber la fonction négative du RIR et d’autre
part de favoriser l’établissement de nouveaux points de contact entre DRAF et le motif
RIM de CNK dans le but d’augmenter la stabilité structurale de DRAF. La séquence 1$
pourrait par contre être réorientée dans le but d’éviter tout effet négatif durant l’activation
de DRAF (Figure 4.1). D’ailleurs dans un essai de sauvegarde de la viabilité chez la
mouche, la mutation de la séquence IS peut très bien renverser la létalité associée à une
perte de fonction de CNK, contrairement à une mutation dans le RIM (Table 3.1) (Douziech
et al. 2005). Les nouveaux points de contact du RIM pourraient par le fait même assurer
par exemple la réorientation des différents résidus de DRAF nécessaires à la liaison du
substrat MEK dans le but de faciliter suivant l’activation de DRAF, le transfert du
phosphate. Ces nouveaux points de contact pourraient également favoriser la réorientation
de l’hélice OEC du domaine kinase de DRAF. KSR permettrait quant à elle d’exposer les
sites de phosphorylation de la boucle d’activation de DRAF nécessaire à son activation
maximale, en prévenant par modification allostérique certaines interactions
intramoléculaires (discuté à la section 4.1.4, page 176). Il n’ est cependant pas exclu que la
région RIR de CNK puisse favoriser, toujours suivant la liaison de Src42, la stabilisation de
la conformation de DRAF par l’intermédiaire d’une oligomérisation. Selon certains
programmes informatiques, il semblerait que la région RIR de CNK puisse former une
structure de type coiled-coil qui serait capable de se multimériser (Burkhard et al., 2001;
Kammerer, 1997). Cette oligomérisation pourrait par le fait même rapprocher deux
molécules de DRAF et ainsi faciliter l’établissement d’un pont intermoléculaire entre deux
14-3-3 toujours associées aux phosphosérines 621 équivalentes. KSR aurait alors accès aux
domaines kinases de DRAF pour médier ses effets positifs. Par conséquent, l’implication
de 5rc42 dans l’activation de RAF de drosophile serait dépendante de son association à
CNK. Est-ce que ces événements moléculaires pourraient également contribuer au
processus d’activation de B-RAF? Aucune étude n’est actuellement disponible pour
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supporter cette hypothèse. La caractérisation du mécanisme d’action de CNK de
mammifères au sein du processus d’activation de la voie Ras/MAPK est encore à ses
premiers balbutiements. Selon l’homologie de séquence, la région RIR de CNK n’est pas
conservée chez ses homologues mammifères. Pourtant diverses études démontrent la
capacité de CNK (humain et rat) à interagir spécifiquement avec C-RAF et dans certains
cas avec B-RAf, suggérant ainsi la possibilité que la région d’interaction de RAF sur CNK
ait divergé au cours de l’évolution (Lanigan et al., 2003; Yao et al., 2000; Ziogas et al.,
2005). La fonction régulatrice du RIR pourrait être conservée malgré cette divergence.
D’ailleurs, la surexpression de la forme humaine de CNK2A inhibe la signalisation MAPK
contrairement à la surexpression de sa portion NT (Lanigan et al., 2003). Cette inhibition
pourrait être le résultat d’une séquence caractérisée par une fonction similaire au RIR de
CNK de drosophile. D’autres analyses seront nécessaires pour cartographier la région
inhibitrice de CNK2A et ainsi vérifier si cette répression est causée par une titration de
RAF. Il est intéressant de mentionner que la phosphorylation de C-RAF par Src semble
être facilitée par l’activité d’échafaudage de CNK1 (Ziogas et al., 2005).
4.2.5. Modification conformationnelle de CNK
L’étude du mécanisme d’action de la protéine d’échafaudage Ste5 dans l’activation
de la voie de signalisation MAPK chez S. cerevisiae peut nous aider à proposer certaines
hypothèses concernant la manière dont CNK pourrait influencer le processus d’activation
de RAF. De façon générale, SteS détermine la spécificité de la signalisation grâce à sa
capacité à recruter à proximité les différentes composantes du module MAPK (Ste 11, Ste7
et Fus3). Or il semble selon une étude réalisée par Sette et ses collègues que le rôle de SteS
au sein de la cascade de signalisation soit plus qu’une simple activité d’échafaudage (Sette
et al., 2000). En effet, SteS faciliterait la phosphorylation de Stel 1 par Ste2O suivant
l’activation du récepteur à phéromones en assurant au moyen d’un changement
conformationnel l’accessibilité de Ste 11. Ce changement conformationnel permettrait
également de réorienter adéquatement les différentes composantes du module MAPK dans
le but de favoriser la transmission du signal par phosphorylation successive. L’association
du complexe (GJ3/Ste4, G2JSte1$) à Ste5 induirait cette modification conformation-
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nelle. À la lumière de ces informations, serait-il possible que le complexe CNKIHYP/
KSR/RAF/MEK soit maintenu dans une conformation inactive en absence d’un signal en
provenance des RTKs? L’organisation tridimensionnelle adoptée par CNK en condition
non stimulée pourrait empêcher l’activation inappropriée de RAF par KSR en modulant
respectivement leur accessibilité. Suivant l’activation des RTKs, l’association de Src42 à la
région Y 1163 de CNK pourrait à l’inverse induire un changement conformationnel qui
permettrait d’une part de désengager le RIR de CNK, et d’autre part de favoriser le
rapprochement entre KSR et RAF. MEK pourrait être simultanément réorientée dans une
position compatible avec la catalyse. Le rapprochement entre KSR et RAF serait
nécessaire au processus d’activation de RAF sans toutefois être suffisant puisque CNK doit
également intégrer un signal Ras par sa portion NT. Fait intéressant, cette réorganisation
tridimensionnelle du complexe CNK/HYP/KSRIRAF/MEK suivant l’activation de la voie
n’est pas sans rappeler le mécanisme moléculaire permettant l’activation des récepteurs
EpoR déjà oligomérisés en condition inactive avec les protéines tyrosine kinases Jak2
(Jiang and Hunter, 1999). En effet, les domaines intracellulaires des deux récepteurs EpoR
doivent subir une réorientation suivant l’association du ligand dans le but de rapprocher à
proximité les deux molécules Jak2 pour faciliter leur transphosphorylation. Ainsi, pour
valider l’importance de Src42 dans la réorganisation tridimensionnelle de CNK, une
analyse cristallographique du complexe CNKIHYP!KSR’RAF/MEK en présence ou en
absence de la portion NT de 5rc42 serait idéale. Nous pourrions également déterminer si
l’association entre les portions NT de KSR et de RAF peut être accentuée suivant
l’expression de Src42NT. Nous pourrions vérifier si suivant l’association de Src42 à la
région Y1163 de CNKCT, CNKNT arrive à se complexer avec CNKCT, permettant par le fait
même de rapprocher KSR et RAF. Ce mode d’action est d’ailleurs celui qui permettrait à
Ste5 de rapprocher Stel 1 et Ste2O (Sette et al., 2000). Il est intéressant de mentionner que
l’induction d’un changement conformationnel suivant l’association des domaines 5H3 et
SH2 de Src ne serait pas unique à CNK. En effet, il semble que la conformation de la
sous-unité catalytique de la phosphodiestérase PDE4 puisse être modifiée suivant
l’association du domaine SH3 de Lyn, laquelle est une tyrosine kinase de type Src (SFKs)
chez les mammifères (McPhee et al., 1999).
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4.3. Rôle de la fonction « bimodale » de CNK
D’après nos études, CNK serait un régulateur de la voie de signalisation Ras/MAPK
dont le mécanisme d’action serait caractérisé par des effets antagonistes. En quiescence,
CNK pourrait prévenir l’activation inappropriée de MEK par RAF en maintenant, de
concert avec 14-3-3, RAF sous sa forme inactive. Suivant la stimulation de Ras, CNKNT
pourrait intégrer le signal et se convertir en régulateur positif de la voie dans le but d’initier
le processus d’activation de RAF. CNK aurait ainsi une fonction à action «bimodale» lui
permettant de moduler l’activation de la voie Ras/MAPK en tout temps (Douziech et al.,
2003). Or quel est l’intérêt d’avoir une telle capacité? Une possibilité serait que CNK
s’assure que l’activation de RAF mène spécifiquement à l’induction d’une réponse
biologique particulière en contrôlant le moment et l’endroit d’activation. D’une part elle
maintien le flot de signalisation à un niveau basal en absence d’un stimulus et d’autre part
elle permet la transmission de l’information suivant l’intégration de deux signaux distincts
conjointement requis (Ras et Src42). Cette régulation offre de la spécificité en aval des
RTKs puisque seuls ceux capables d’induire à la fois Ras et Src42 pourront initier
l’activation de RAF associée à CNK.
CNK n’est pas la seule molécule à exercer une fonction à action « bimodale » au
sein d’une voie de signalisation. En effet, il semble que la forme humaine de Sprouty en ait
la capacité (Egan et al., 2002). Sa portion NT amplifierait l’activation de MAPK induite
par le récepteur EGF, alors que son domaine riche en cystéines localisé en CI l’inhiberait.
La protéine d’échafaudage Costal-2 (Cos2) est un autre exemple. En effet, en absence
d’une stimulation par Hedgehog (Hh), Cos2 préviendrait la transmission du signal en
séquestrant dans le cytoplasme le facteur de transcription cubitus interruptus. Suivant
l’activation de la voie, Cos2 pourrait favoriser sa libération (Kalderon, 2004; Lum et al.,
2003).
4.4. Implication de CNK dans d’autres voies de signalisation
Plusieurs mutants de la boucle effectrice de Ras ont été générés dans le but d’étudier
la spécificité d’action relative aux différents effecteurs avec lesquels Ras interagit (White et
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al., 1995). Ces mutations permettent d’abolir sélectivement certaines associations. Le
mutant HRasT35S par exemple n’est plus en mesure d’interagir avec PI3K et Ral-GDS, par
contre son association à RAF n’est pas perturbée. Contrairement à la liaison de Ral-GDS,
le mutant HRasE37G est incapable d’établir de contacts avec RAF et PI3K. HRas’4C voit,
quant à elle, son association à PI3K être privilégiée comparativement aux deux autres.
Couplés à une mutation de la glycine 12 en valine, ces mutants de la boucle effectrice
deviennent constitutivement activés et permettent d’induire sélectivement l’activation des
différentes voies de signalisation normalement contrôlées par Ras de type sauvage.
La surexpression de CNKNT dans l’oeil de la mouche amplifie fortement le
phénotype induit par Rasl2G37, sans toutefois affecter ceux induits par Ras\2S3S et
Ras’l2Z4O (Therrien et al., 1999). Cette coopération pourrait être causée par la participation
de CNK dans une voie de signalisation MAPK-indépendante. Cette amplification pourrait
également être le résultat d’une synergie entre la voie MAPK et la voie Ral. D’ailleurs, une
telle synergie a déjà été rapportée chez les mammifères (Urano et al., 1996). Le fait qu’une
mutation perte de fonction dans le gène inapk réprime la coopération, sans toutefois
perturber la rugosité de l’oeil résultant de la simple surexpression de Rashl2G37, réfute
l’implication de CNKNT dans une voie MÀPK-indépendante. Ras’2G37 peut d’ailleurs
induire légèrement l’activation de MAPK lorsqu’elle est surexprimée dans les cellules S2
(Therrien et al., 1999). Par contre, CNKNT est incapable d’accentuer le phénotype Rasl2S3S
résultant d’une suractivation de la voie MAPK. Ce résultat laisse donc présager que la
coopération découle d’événements divers qui requièrent non seulement l’association de
RAF, mais également la participation d’effecteur(s) additionnel(s) (Therrien et al., 1999).
L’essai fonctionnel basé sur l’état d’activation de MAPK nous a permis de vérifier
biochimiquement si CNKNT donnait à Ras\ul2G37 la possibilité d’augmenter significati
vement la signalisation MAPK (Figure 2.2D). Nous avons d’abord confirmé par
immunoprécipitation l’incapacité de ce mutant à interagir avec RAF. Or la coexpression de
CNKNT permet de restaurer légèrement cette association qui se traduit d’ailleurs par une
élévation de la phosphorylation de MAPK. Cette phosphoiylation dépend de RAF puisque
son élimination par RNAi abolit complètement cette activation (Douziech et Therrien,
données non publiées). Ces résultats suggèrent que la coopération entre Rashl2G37 et
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CNKNT dans l’oeil de la mouche résulte en partie de l’activation de la voie MÀPK suivant la
restauration partielle de l’association Rashl2G37/RAF par CNKNT. Cette coopération
nécessite au minimum l’activation d’un effecteur additionnel par Ras puisque le mutant
Ras2535 est incapable de collaborer avec CNKNT. Cet effecteur pourrait fonctionner dans
la voie Ral. D’ailleurs l’homologue humain de CNK (hCNK2) est capable d’interagir
spécifiquement avec une Ral-GEF, appelée Rlf, de même qu’avec la petite GTPase Ral.
Son mécanisme d’action au sein de cette voie n’a cependant pas été caractérisé (Lanigan et
al., 2003). Parallèlement, hCNK1 peut s’associer à Ral-GDS, une GEF également
spécifique pour la GTPase Ral (Jaffe et al., 2004).
Outre la voie Ral, il semble que le mutant HRas2G37 puisse spécifiquement
induire l’activation d’effecteurs additionnels (Hingorani and Tuveson, 2003). RIN (Cox
and Der, 2003), PLC8 (Cullen, 2001) et NORE (Khokhlatchev et al., 2002) en sont des
exemples. Or hCNK1 a la capacité d’interagir, par l’intermédiaire de ses domaines CRIC
et PDZ, avec le suppresseur de tumeur RAS$F1A (Rabizadeh et al., 2004). Ce dernier
complexé à NORE1 et MST induit la mort cellulaire, un processus qui peut d’ailleurs être
davantage accentué suivant l’expression de hCNK1. Curieusement, l’expression de la
portion NT de hCNK1 peut contrecarrer le phénomène d’apoptose induit soit par le
complexe hCNK1/RASSF1A!NORE/IvIST, soit par Ki-Ras”2. Ce résultat suggère la
possibilité que hCNK1T puisse titrer RASSF1A et ainsi inhiber le mécanisme
proapoptotique. Est-il possible que le phénotype issu de la coopération entre Ras2G37 et
CNKNT soit le résultat d’une activation de la voie MAPK accompagnée d’une inhibition
concomitante d’un mécanisme proapoptotique? Hippo est l’équivalent de MST chez la
mouche et semble impliquée dans la régulation de l’apoptose au cours du développement
de l’oeil (Harvey et al., 2003; Wu et al., 2003). CNKNT pourrait par exemple inhiber son
mécanisme d’action en le titrant soit directement, soit indirectement, par l’intermédiaire
d’une liaison à l’un de ses partenaires Salvador ou Warts. Cette titration permettrait ainsi
d’obtenir un accroissement du nombre de cellules dans l’oeil qui, couplé à une activation de
la voie MAPK, se traduirait en une augmentation de la rugosité. Différentes approches
expérimentales permettront d’adressées cette hypothèse.
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II semble que la déplétion de Src42 par RNAi réduit considérablement la
phosphorylation globale de CNK suivant l’activation du récepteur Sevenless (Laberge et
al., 2005). La répercussion fonctionnelle de cette phosphorylation médiée par Src42 ne
semble toutefois pas être pertinente au processus d’activation de la voie Ras/MAPK.
Cependant, il est possible de proposer que ces sites puissent permettre le recrutement de
molécules additionnelles agissant dans d’autres voies de signalisation. CNK pourrait
potentiellement servir de plate-forme moléculaire orchestrant différentes cascades de
signalisation dans le but de répondre adéquatement aux signaux externes et ainsi permettre
l’induction d’une réponse biologique appropriée.
4.5. Intervention thérapeutique
La tumorigenèse chez l’humain est un processus multifactoriel au cours duquel
différentes altérations génétiques vont progressivement transformer une cellule saine en
cellule cancéreuse (Hanahan and Weinberg, 2000). Cette transformation semble dans
certains cas corréler avec une suractivation de la voie Ras/MAPK (fang and Richardson,
2005; Reddy et al., 2003). En effet, cette suractivation permettrait aux cellules tumorales
d’acquérir certaines caractéristiques avantageuses dont la capacité à proliférer
indépendamment des facteurs de croissance, à promouvoir la survie cellulaire et favoriser
l’invasion des tissus environnants (figure 4.2). Par exemple, l’activation soutenue de
MAPK favorise l’expression de métalloprotéinases particulières qui seraient responsables
de la dégradation de la matrice extracellulaire nécessaire au processus métastatique.
MAPK activée peut également phosphoryler le facteur proapoptotique BAD dans le but de
l’inactiver et ainsi prévenir l’induction de l’apoptose (Ready et al., 2003). L’intérêt de
développer des outils thérapeutiques permettant d’inhiber spécifiquement la voie
Ras/MAPK s’est accentué au cours des deux dernières décennies dans l’espoir d’inhiber ou
du moins contrôler la progression tumorale. Les oncologistes ont déjà à leur disposition
plusieurs agents antitumoraux capables de réprimer la signalisation Ras en inhibant par
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D’autres ont été générés dans le but de s’attaquer directement à Ras (Adjei, 2001; Mazieres
et al., 2004). Des efforts considérables ont également été déployés dans le but de
synthétiser différents inhibiteurs spécifiquement dirigés contre RAF et MEK (Sebolt
Leopold and Herrera, 2004). KSR pourrait être une cible thérapeutique de choix puisque la
réduction de son niveau d’expression atténue significativement la progression tumorale
induite par une forme oncogénique de Ras au niveau de la peau, du poumon et du pancréas
chez la souris (Lozano et al., 2003; Xing et al., 2003). L’utilisation d’un oligonucléotide
antisens dirigé contre le domaine CAl de KSR est présentement évaluée en phase clinique
(Xing et al., 2003). Cet agent pharmacologique est d’autant plus intéressant, compte tenu
du fait que KSR facilite non seulement la phosphorylation de MEK par RAF, mais semble
également favoriser l’activation de RAF par modification allostérique chez la mouche. Son
potentiel thérapeutique pourrait donc être considérable puisque RAF participe également à
la survie cellulaire indépendamment de sa capacité à induire la phosphorylation de MEK.
CNK pourrait également être un excellent candidat dans le but de générer certains agents
pharmacologiques. En effet, elle possède différentes propriétés fonctionnelles qui lui
permettent de réguler avec efficacité l’activation de RAF. Sa région RIR pourrait d’ailleurs
lui permettre d’être qualifiée en tant que potentiel suppresseur de tumeurs puisque sa
surexpression (GFP-RTR) prévient l’activation de MAPK induite par Ras’12 (Figure 2.4).
Cette suppression est également notable suivant l’activation de la voie par RAF activée
(PAf) (Douziech et Therrien, données non publiées). Ces résultats laissent donc
présager que l’utilisation du RIR comme outil thérapeutique pourrait potentiellement
perturber la prolifération tumorale associée à une suractivation de la voie Ras/MAPK. Les
domaines SAM et CRIC de CNK pourraient également être ciblés dans le but de générer
des inhibiteurs capables de neutraliser leur mécanisme d’action respectif. Cibler la région
CRIC pourrait avoir des répercussions thérapeutiques intéressantes. Outre son impact dans
la voie Ras/MAPK, cette région aurait la capacité d’interagir entre autres avec certaines
composantes de la voie Rho, laquelle est potentiellement impliquée dans l’invasion des
cellules cancéreuses (Jaffe et al., 2004; Jaffe et al., 2005; Ridley, 2004). D’après les
résultats obtenus chez la mouche, la protéine HYP pourrait également être une cible
thérapeutique intéressante. Son élimination à l’aide d’un oligonucléotide antisens pourrait
abolir l’association CNKIKSR et ainsi prévenir l’activation de RAF. Par contre,
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antagoniser l’interaction CNK/HYP à l’aide d’un inhibiteur spécifique n’est peut-être pas la
meilleure stratégie à adopter. En effet, ce peptide pouffait peut-être se comporter de façon
similaire à HYP en induisant, suivant son association, un changement conformationnel au
niveau du domaine SAM de CNK, assurant par conséquent le recrutement adéquat de KSR.
4.6. Conclusion
En somme, cette étude nous a permis de pénétrer au coeur même du processus
d’activation de RAF. Quoique le mécanisme d’action de CNKNT demeure encore
partiellement compris, il semble que cette région stimule l’activité de KSR en régulant
potentiellement, suivant l’intégration d’un signal Ras, la conformation du domaine kinase
de KSR. Suite à son activation, K$R pourrait être impliquée dans l’ouverture de la boucle
d’activation du domaine kinase de RAF par l’intermédiaire d’un changement allostérique
qui faciliterait entre autres l’exposition des sites phosphorégulateurs du domaine kinase de
RAF. KSR serait donc un régulateur allostérique alors que CNK serait une plate-forme
moléculaire permettant d’assurer à un endroit donné l’avènement des différentes étapes
menant vers l’activation maximale de RAF suivant l’intégration de deux signaux distincts,
l’un en provenance de Ras, l’autre de Src42.
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Src42 binding actïvity regulates Drosophila RAF by
a novel CNK-dependent derepression mechanism
Gino Laberge, Mélanie Douziech
and Marc Therrien*
Institut de Recherche en Immunologie et en Cancérologie, Laboratory
et hitracelhtiat Signalutg. Universtté de Montréal, Moniréal, Québec,
Canada
Connecter enhancer cf KSR (CNK), an essential rompe
nent cf Drosophile receptor tyrosine kinase/mitogen
activated proteÎn kinase pathways, regutates oppositety
RAF function. This bitnodal property depends on the N
terminal region cf CNK. which integrates RAS aclivity te
stimulate RAF and et bipartite element, calIed Lite RAF
inhibitory region (RIR), which binds amI inhibits RAP
catalytic activity. Here, we show that tise repressive effect
et the RIR is counteracted 1w tise ability cf Src42 te
associate, in an RTK-dependent manner, with a conserved
region located immediately C-terminai te the RIR.
Strikingly, we found Litai several cnk Ioss-of-function
atieLes have mutations clustered in this area and provide
evidence tisai these mutations impair Src42 binding.
Surprisingly, tise derepressing cffect cf Src42 does not
appear te involve its catalytic function, but critically
depends on tise ability of its SH3 and S112 demains te
associate with CNK. ‘ibgethcr, these findings suggest that
tise integration cf RTK-induced RAS ami Src42 signais by
CNK as a two-cornponent input is essential for RAF activa
tion in Drosophila.
11w EMBOioumat advance online publicabon, 20 January 2005;
Uni: 10,1038/sj,emboj.7600558
Subject c.alegork’s: signal transduction
Keyword.: CNK; MAPK module; RAF; RAS; SFK
Introduction
Tlie mitogen-activated proteiti kinase (MAPK) patiiway is a
crural route used by numerous receptor tyrosine kinases
(RTKs) to convey proliferation, differentiation and suR’ival
signais (for review, see Widtnann et ai, 1999). At its cote, titis
pathway comprises une isofucm ut each of lite RAF, MEK and
ERR/MAN( family of kinases, respcctively, which form an
evotutionariiy conserved signaling unit aise referred 10 etS tIre
MAPK module.
Given ils positinn in tIre module, RAP is the entnj point for
RTK-induced upstrearn events. Three RAP proteins exiut in
mammals, natnely, A-RA?, 8-RAF and Raf-l/C-RAF, and one
member is present in Drosophlla or caenorhabditts etegans
‘Corresponding author, Institut de Recherche en Immunologie et en
Cancérologie, Laboratory of Intraceilular Signaling, Université de
Munitréal, C? 6128 Succursale Centre-Utile. Moutreal, Quehec, Canada
113C 3J7. Tel.: + I 514 343 783’; Fax: r 1 514 343 6965;
Recelved; 11 Auguet 2004; accepted: 15 December 2004
(for review, sec Dhillon and Knlch, 2002; Chong et ai, 2003).
RTR-induccd activation of tise smatl GTPase RAS was recog
nized early on as a critical everut in RAP activation. RAS
iriggers plasma membrane anchoring ut RAF tbrough a direct
contact between GT1’-toaded RAS and RAf. However, this
stcp is insufficient to induce RA? activation, but is a pro
requisire for a complex series of rcgulatory events. For
example, Ste2O-like kinases and Src fatnily kinases (SFKs)
have heen shown ta collaborate with RAS in RTK-induced
Rat-3 activation, owing to their ability te directly phosphor
ylate Rai-l serine 338 (5338) and tyrosine 341 (Y341),
respecttvely, However, these particular evetits are probabiy
specific 10 Rai-l as tise equivalent S338 residue in B-RAF is
constitutively phosphorylatcd, whereas the Y341-like residue
is flot conserved in B-RA? or in Drosophile and C. eiegans
RA?. Nonetheless, it remains possible that titese kinases use
difterent means 10 regulate RAF members. This would be
consistent with genetic findings in Drosophita, which suggost
that RAF lu also regulated by an RTK-induced but RAS
itrdependent pathway linkecl to SERs filou et ai, 1995,
Li et ai, 2000).
in addition 10 kinases and phosphatases regulating RA?
activity, et number of apparently nonenzymatic proteins also
modulate RAP function. One of these is Connector eNhancer
of KSR (CNK), an evolutionartly conserved multidomain
containing protein originally identified in et KSR-dependent
genetic screen ils Drosophiia (Therrien et et, 3998). Genetic
experiments in flics tndicated that CNK actïvity u required
downstreatrs ot RAS, but upstream ot RA?, thus suggesting
that CNK regulates RAF activity. In agreement with this
interpretation, CNK tvas found to interact directly with the
caialytic domain of RAF and b modulate ils funclion
(Therrien et ai, 1998; Anselmo et ai. 2002; Douziech et ai,
2003). Tire raie of CNK, however, is probably flot restricted ta
tire MAI’K pathway. lndeed, although mammalian CNK pro-
teins have also been tound to modulale tise RAS/MAPK
pathway (Lanigan et oi, 2003; Bumeister et ai, 2004), receltt
studies indicawd tisaI they also conirol other evems, inciud
ing membrane/cytoskeietal rearrangement (Bumeister et ai,
2004), Rho-mediated SRf transcriplional activitv (Jaffe et aI,
2004) and RASSFIA-induced ccli death (Rahizadeit et ai,
2004). Given Iheir ability 10 influence distinct signaling
events, il is possible tisai CNK proteins act as signal integra
tors ta orchestrale crosstalks hetween patliways.
Intriguingly, although CNX aclivity is vital for RAS/MAPK
signalitsg in Drosophile, we recently found that it lias opposite
effects on RA? function (Douziecli et aI, 2003]. A structure/
function analysis revealed, on tise aire hand, that two do’
maitss (SAM and CRIC) located in tise N-terminal region 0f
CNK are integrating RAS signais etsabling RAP ta phospisory
laIe MEK. However, tire ability 0f CNK ta associate with (ho
RAP catalytic donsaïn was mapped w et short bipartite de
ment, named tire RAF-inhibitory region (RIR), that strongly
antagonized MEK phosplsoryialion by RA?. Surprisitrgly,
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signais, hence resulljng in ]ower RASinduced MAPK signal
ing output.
1-lere, we show that tise inhibitory effect ni the RIR is
relicved by an RTK-induced 5FR signal. Specificafly, we
have .identifled a region located immediately C-terminai to
the RIE inciuding tyrosine 1163 (Y1163) that is essentiat for
CNK’s positive function in vivo ansi for Sevenless (5EV) lITE
dependent M.APK activation. ‘Ne found that upon 3EV ex
pression, one ni tise ttvo SFKs found in Drosophiki, 5rc42
(Takahashi et aI, 1996), associates sud inediates, through the
Y1163 region of CNR, RIE positive effects on tise MAPK
module. Remarkably, cssk toss-oÎ-function mutations affecting
the Y1163 region are fully compensated by inactivation ni the
RIE, thereby arguing shat tise Y1163 region 15 integrating tise
RTK-induced Src42 signal to counteract the R1R inhihitory
function, Unexpectediv, genetic ansi moiecutar evidence re
veaied that it is flot Src42 cataivtic function per se, but rather
its binding capacity that is tise key event in this process.
Taken together, these tesults provide compelling evidence
that CNK regulates RAP function by integrating botis RAS ansi
Src42 signais elicited by an RTK.
Resuits and discussion
Endogenous CNK is tyrosine phosphorylated
upon RTK activation
Coexpression of a CNK construct ansi activated Seeeniess
(SEV”5) in 52 ceUs vas previousiy shown 10 induce tyrosine
phosphorylation of CNK (Thrrien et al. 1998). lb assess tue
specificity ot this eveut, we verified whelher endogenous
CNK also beconses tyrosine phosphorylatesi upon 3EV5”
expression. As shown in figure lA (ieft panel), SEV
expression ied to stsstained tyroslise phosphory]ation of ende
genous CNK, which paratieted MAPK kinase activation.
Simiiar resuits were obtained hy stïmuiating tise Drosophita
Egf or insutin RIEs (Figure lA, center ansi right panels).
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Together, these results indicated that CNK is a houa fide and
comnion RTK-dependent tyrosine phosphorylation targei.
CNK tyrosine phosphorylation and activity depend
an its Y7 163 region
lb map tise region(s) associated with tyrosine phosphoryla
tion, we transfected 52 cetis wilh 5EV55’ and varions Flag
tagged CNK deletion eonstruets (figure 13). A C-terminai
(Cl’) CNK variant was almosl as efflctently phosphorylated as
full-length (FL) CNK, whereas an N-terminai (NT) CNK
protein was three 10 five limes less efficientiy phosphoryiated
(Supplementary Figure SI). Because ni its apparentiy greater
phosphorytation stoichiometry, we dccided to narrow clown
the regionfs) of CI-CNK associated with tyrosine phosphory
talion. Flue additionai CT-CNK troncations (CT1—cTS;
Figure I B) were coexpressed whh 5EV55’ ansi their respective
tyrosine phosphoiylation ievei was determined. These experi
ments revealed Ihat sequences between amino-acid positions
1059 and 1271 are the most criticai for CNK tyrosine phos
phorylation (Figure 13 and Supplementary Figure Si).
Tise 1059—1271 area contains three tyrosine residues,
lnterestingly, these residues are iocated within an 90-
amino-acid stretch that is tsighiy conserved between
Drosophila metanogaster ansi Anopheles ambiae CNK
(Figure 2A). The conserved stretch has two other striking
(cabres; ti) the first bali corresponds 10 lIse so-called RIE
tisat associates with tise kinase dornain of RAF sud inhibits ils
catalytic fonction (Douziech et aI, 2003); (2) two previously
cisaracterized aHeles of cnk (E-1222 ansi E-1756) issue atnino
acid ctsanges within tise second hatf of conservation
(Therrien et ai, 1998; Figure 2). As these are ioss-of-function
alieies (Therrien et at, 1998, and data not shown), it sug
gested that the second haif ni isornology pisys a positive mie
in signaling. During tise course oC tisis work, we characterized
other cnk aiteies 10 identify additionai functïonaliy relevant
areas Remarkahiy, oC tise 11 alteies that were sequcnccd,
+tnsutin
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figure I Activation 0f RTKs induces tyrosine phosphorytation 0f cudogenous CNX. (A) Stable 52 relis exprcssing heat-inducibte SEV51’ f Ief t
panel), VT Egfr (middle panel) or plain 52 relia (rigtst panel) were stimulated by heat shock, Spitz or human insuiin titi pg/mI), rcspectiveiy,
sud lsarvested at the iudicatcd tiose (h (hours) or m (minutes)). Total sud tyrosiue-phosptsoryiated CNK Ievets wcre assesseci by immunobtets
following immunoprecipitation (tP) af endogenous cXK. Total and activated MAPK (pMAPK) muets were determined from ccli iysates. Results
ptvsented here and thereatter are representative cf at teast three similar experiments. (B) Schematic (top lisse) ni FL-CNK (1557 amino acid) ansi
ils conscrurd domains/clementa (Douzicch et aI, 2003]. Representations ansi amino-acid position al vatiotss Flag-tagged CNK variants arc
shown betow, and arbitraiy + or — signa to the light indicate their relative SEV555-dcpendcnt tyrosine phosphorylation levets.
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three (one stop codon and twa amino-acid changes) were
specificafly found in this area (figure 2A and B).
lb examine the relevance of each tyrosine within die 1059-
1271 ares, we independently changed thom to a phenylala
nine residue and tested their respective impact on 5EV511-
induced CNK tyrosine phosphorylation. Ve aiso tested CNK
variants that carried die mutation found in cnkli (G 11555)
and cnktlm tEli 64K). Mutagenesis of die first two tyrosines
(Y1085 and Y1136) did not affect phosphorylation (Figure 2C,
lanes 4 and 5). However, mutation of Y1163 severely de
creased h (Figure 2C. lane 7), thus identïfying Y1163 as
a crhical residue in this event, lnterestingly, the GII5SS
sud E1164K mutations also hnpaired, aiheit to a lesser
degree, CNK phosphorylation, thus suggesting that not only
the Y1163 residue, but also the second haif of homology le
involved in this event.
The fact diat cnk75’ and COktiu2 are Ioss-of-function
aides sud that iheir associated amino-acid change correlates
with reduced CNK phosphorylation (Figure 2C) suggested
that this or s related event te required for CNK function. We
investigated Ibis posstbility by first verifying whether muta—
genesis of die YUG3 residue also affected CNK activity.
Overexpression of FL-CNR during Drosophile eye develop
ment was previously shown ta weakly antagonize RAS
signaling, appafently owing ta ils ahility to inhibit RAF
catalytic fonction (Douziech et ai, 2003). We reasoned that
if the Y1.163 residue is normally inlegrating an RTK-depen
dent signal, thon 115 mutagenesis sheuld increase CNK domi
nant-negative effect. To verifv tins, we overexpressed PC
CNK’°’31’ during eye development. In contrast ta wild-type
tWT) FL-CNK (Figure 3A sud C). overexpression of one copy
of die FL-CNK’t6 Iransgene potently antagonized normal
cyc development (Figure 3B and D), therefore arguing that
the Y1163 residue is important for CNK activity.
Ta show that the YU63 residue te genuinely tequired for
CNK fonction, distinct cnk genomic rescue constructs were
generated and testcd in transgenic flics for their ability to
rescue the recessive lethahty associated wïth cnk loss-of
function, While die WT CNK construct fully restored viahility
to s lethal cnk allelic combination, die CNKe construct
was devoid of activity (Table I, sud data flot shown), thus
confirming the functional importance of that residue. The
inhihftory acrivity of CNK has been shown ta be mediated by
the RIR (Douziech et ut, 2003). Because die Y1163F mutation
elevated CNK’s dominant-neative etfect (figure 3). we sus
pected that in that context, the RIR bas an increased inhibi
tory potentiaL tf diat was tise case, thon mutagenesis of the
RIR should counteraci die effect of die Y1163F mutation. Ta
test Ibis, we inactivated the R1R in the Y1163F context by
introducing s three-amino-acid change in the inhibitory
sequence (15) of the RIR (RIRt; Douziech et ut, 2003).
Remarkably, the CNKRm tt-YIISSF double-mutant construct
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Figure 2 The YIIC,3 region is essentiat for CNK fonction sud tyrosine phosphorytation, (A) Amino-acid comparison of file 1062—li?) region of
D. melanogaster (Dol) CNK tu an equivalent region (positions 1193—1318) in A. gambiac (Ag) CNK. Identical sud conserved residues are in
black sud gray boxes, respectively. ih KIR is s negatively acting bipartite region made of a RAF-interacttng motif (RIM) sud an adjacent
inhihitory sequence ([S; Douziech et ai, 2003). Hlack dots bighhght the three tyrosine residues of the ares, The position sud amino-acid change
[ound in bye atk sOcles are aise indicated, (B) Schematic representation cf CNK b shown as s reference te position cnk mutations
characterized ifi titis study, or previousty (Therrien e) ai, 199G; dcnoted by s star). Allele numbers and atfected smino-acid positions are shown
tu tise loft. Tise lsoliow square indicates a ttiree-amino-acid in-frame deletion. X denotes inissense mutations, whereas s truncated lino indicates
prematme ORF tennhsation causeS) bv &tt’leT S trame-stsft muration (XE-1040 anS) XE-218) or 1w s nonsense mutation (remaining atieles). (C)
S2 celle were transfected with tIse indicated FL-CNK variante (0.5—0.fpg), kinase-inactivated SEV1h1M (0.5 pgj or SEV51’ (0.5 tg). Tise CNK
variante wcrc expresseS) fora total of 36it smtier tise control of tiw constitutive cnk prontoter. WT denotes witd type,
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rescued the recessive letliality associated with cnk loss’of
function alleles te the same extent as CNK’” (Table I, and
data flot shown] therehy demonstrating that disruption cf the
RIR can reverse the cnk1631’ mutation. Together, these Ond
ings revealed that lite Iwo conserved regions wfthin the 1059—
1271 area act oppositely and that the Y1163 region is integrat
ing ata RTI(-produced signal that apparently releases tite kIR
inhibitory effect.
Src42 associates with CNK and mediates CNK tyrosîne
phosphotylatian in an RTK-dependent manner
To characterize the funetional con.nection hctweco ihe RIR
anti the Y1163 region, we sought to identify the tyrosine
kinase mediating CNK phosphorylation. As we failed to
detect direct in vitro phosphorylation cf CNK by SEVSU
(data net shown), we esarnined whether nonreceptor tyro
sine kinases cf the Src family could be impllcated.
Drosophile lias two 5fKs, Src42 anti Src64 (Simon et ai,
1985; Takahashi et aI, 1996). To verify their involvernent, we
separatety eliminated their contribution by RNAi. in addition,
we teswd the effect cf removing endogenous RAS as well as
Tec29, a nonreceptor tyrosine kinase cf the Tec family (TFKs;
Table J Geraomic tescue exts?rimenl revealeci the RIR/Ytt 63 region
interplay wilhin CNK
Cenotvpe Percent cf cnkon/ No, cf files
‘
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The fullv penetram larval lcrhaliy associatcd eith cokE 1dN/
c-ok’t2 trans-hoterozygous flics is completely rescued by in,
troduction cf one copy ut s Wt’cnk genomic rescue constmct (pcnk
cak LV7)
For a full rescue, the expected ratio cf viable cnk5 °/cnk02’’”3
files over total progeny li
number ot flics scored represents s compilation cf two
independent transgenic unes.
Smith et cl, 2001). lnterestingly, depletion of endogenous
Src42 reduced SEV511-induced CNK phosphorylation,
whereas none cf the other targets had an effect (figure 4A).
To investigate whether the inability 0f RAS depletion te affect
CNK phosphorylation coulti he due te residuai but sufficient
RAS activity. we depleteti concotnitantly endogenous RAS
anti its excÏtange factor 505 w further lower the RAS-depen
dent signaling brandi regulaling MAPX. As shown in
Supplementary Figure S2A, simultaneous depletion cf hoti
proteins almost ellminated SEV-induced MAPK activation,
but titi net decrease CNK tyrosirte phosphorylalion.
Morcover, to tietermine whether Src64 or Tec29 conld con
[ribute, yet to a lower extent than Src42, te the total plies
phorylation level cf CNK, we verifled whether renloving
concomitantiy lie two SFK5 anti Tec29 had a greater impact
[han Src42 depletion alone. As shown in Supplementary
figure S23. no furiher decrease was obsen’ed. Therefore,
these data indicated litai Src42 acts as an intennediate kinase
linking activated 5EV to CNK iyrosine phosphorylation anti
sug,gested that titis event is RAS-independent. Consistenl
with ibis, coexpression of activated Src42 (Src42ttt) anti
hie FL-CNK variants recapilulated lie Y1163-dependent pins
phorylahon cf CNK (Supplemernary Figure S3). However,
ihese results taken togethor are flot sufficient to conclude Ihat
Src42 is specificaily phospttorylating the Y11 63 residue of
CNR. Among varions scenarios. ii îs possible that this residue
ix firsi phosphorylaied by another kinase anti tien serves as a
docking site for Src42 Si-12 demain, thcreby ahlowing Src42 te
phosphorylate (an)other tyrosine tesidue(s) on CNK.
lncidentally, titis ntodel lurneti eut le he the most likely
(sec below).
To determine whether Src42 associates wfth CNK, we
immunoprecipitated endogenous CNK from lysates of un
treated or heat-treated hs-SEV5” cclix anti probed tic immu
noprecipitaues for tic presence cf Src42. lndeeti, Src42 was
found te interact with CNK, but only upon SEV expression
(Figure 4B, top panel, compare lanes I anti 2). immune
precipitation cf endogenons Src42 also co-precipilated CNK
upon 5EV expression (data flot siown). Consistent with
the fact titat RAS 15 apparentiy not involved in SEV-induced
tyrosinc phosphorylation ot CNK. ehimination of entiogenous
0f 929 ommalidia:
I has a missing F17 PR
9 have a missing euler PR
0f 639 ommatidia:
121 haueamissing F17 PR
106 have n missing coter PR
Figure 3 Forced expression cf d k” -“' interferes with Drosophito
eve development. (A, B) Scanning eiectron tuicrographa cf admit
eycs. Anterior ix w tic rigltt. (C, O) Apical eye sections al ttte plane
of photoreceptor celle for tic following genotypes: (C) l4sE-CNKI/
+; (D) P[sE-NK’ “l/ -s.An esampte cf anormal ommMidinni ix
indicated by tic arrow in (C): H comprises six large rhabdonteres
(one for cadi coter photorcceptor (PR) ccli) surrounding a smatler
rhabdotrtcre associated avili lite R7 PR cdl. Dark stainittg granules
around cadi ommatidium are pmduced by pigment celis. Tic
arrowhead in 1G) ltighuights Otto ommatidium tttissing an coter PR
cdl. Expression cf CXK’ “° aIse affects pigment relis (arrow in
(D)) . Nutttber cf ommatidia analyzed attd missing PR cehis are
ittdicatcd at tic bottom.
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RAS did ont affect the Src42/CNK association (lane 4).
Furthermore, expression of activated RAS (RAS”2) did not
stitnulate CNK tyrosine pbosphot-vlation nor did it induce ils
association with Src42 (compare lanes 5 and 6). Together,
these findings demonstrated that CNR ami Src42 form a
complex in vtuo and that their association ii SEV-dependent.
but RAS-independent. As expected, no SEVinduced associa
tion whh CNK has been detected with eittter endogeneus
SrcG4 or Tec29 (data flot shown).
The presence cf endogenous Src42 in the CNK immuns
precipitates prompted us to ask if it vas catalytically active,
and if se, whether h could promote CNR phosphorylation
de nove. We thus prepared anti-CNK immunoprecipitates as
ahove and incubated them in s kinase assay cocktail contain
ing [y-2PjATP and the Src substrate enolase. As shown in
figure 48. strong phosphorylation of enolase vas detected
(fifth panel from the top) as weil as in s hand migrating
at the position of Src42 (second panel from Éhe top), which
most llkely corresponds cc autophosphnrylated Src42.
lnterestingly. another major radioactive hand was ohserued
al the position of CNK (fourth panel frem the top) thal we
believe is CNK, although it is possible that titis signal
represents an irrelevant protein comigrating with CN K.
Taken together, these resttits provide conipelling evidence
that CNK-associated 5rc42 is catalytically active. Further
more, although we cannot rule ont the involvement of
intermediate kinasefs), these data suggest that Src42 phos
phorylates CNK.
Src42 regulates positively MAPK activation thtough
the Vi 163 region of CNK
We next wanted te investigate the relatienship linking Src42
and CNK and its relevance with respect to RTK-dependent
MAPK activation. Using RNA1, we first depleted endogenous
Src42 levais from 5EV511 cells and tested the abllity of SEV°
to activate endogenous MAPK. Similar to decreasing endo
genous 505, RAS or CNK by RNAi (figure 5A, lanes 4, 6 antI
7), depletien of Src42 impaired MAPK activation (lave 5),
thus showing that 5rc42 plays s positive rote in RTK-mediated
MA?K activation. In contrast, removal of endogenous Src64
(or Tec2O] had no affect (Stipplementary figtire 528, antI data
flot shown), which suggests that the two Vrosophtla SfKs
perform distinct roles downstream si the RTKs or respond
ditferently depending on the RTK. Consistent with these
pessibilities, depletion cf endogenous 5rc42 also affected
EGFR- and InsR-dependent MAPK activation, whereas elimi
nation si endogenous Src64 tsr Tec29) liad no effect (data
not shown). finafly, removal f endogenous Src42 had
no effect on RAS’2-induced MAPK activation (figure 58,
lane 5), thus implying that Src42 ïs acting upstream and/or in
parallel in RAS.
Te investigate whether the VII 63 region of CNK is relevant
for 5rc42 positive affect, we used an RNAi-based rescue assay
devetoped previously ta identify functionally relevant ragions
ni CNK (Douiiech et cl, 2003). In brief, a dsRNA targeting the
31UTR of CNK was uscd to deplete endogeneus CNK, which
was then complemented by transfecti.ng a CNK rescue con
struct that uses heterologous 3’UTR sequences. In contrast
te a WT construct, a CNN’ censtruct barety restored
SEV-dependent MAPK activation in cciii depleted cf endo
genous CNN (Figure SC. laves 2—5), (bus demonstrating
that the Yl163 residue ii integrating an RTK signal required
for full activation of the MÀPK module. Civen the inhibitory
rote of the R1R in the MAPK pathway tDouzicch et cl, 2003)
anti that its inactivation frt vive is reversing cTLk loss-of
function caused by the Yfl 63F mutation (Table I), we verified
whether inactivahng the RIR in the Y1163F context woutd
reinstate CNN activity. As shown in Figure 5C (lane 6), the
construct vas as active as CNK’ chus
previding biochemical evidence that the Y1163 region ii
integratîng a signal that reheves the inhibitory effect cf the RIR.
We then reasoned that if tise RTK-induced signai integrated
hy the Y1163 region ii mediated by Src42, then removing
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figure 4 Src42 associates antI mediates CNN tTosine phosphnryla
tien in an R1’K-dependent manner. (A) SEV stable catis were
incuhated ±the indicated douhle-stranded RNAs (dsRNAs) (15 ig/
ml) fer 4 days prior 10 inducing SEVt’ expression. (B) SEV° or
RAS2 stable cclii were culturcd as in tA) antI treated as indicated.
Endogeitous CNK Was then itnnmnoprecipilated tIPI using a-CNK
antI aubjectad te an in vitro kinase assay. Samptez were resolved by
595—PAGE antI anatyzed hy autoradiography sud immunobloiting.
A star indicates the putative identityof the radioactive hand. Src42
RNAi revcrsed the affects cf SEV expression (lane 3), thus
dcnsonstrating tha invoteament cf Src42 in rncdiating clic effecis
ni SEV on CNK.
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Figure 5 Src42 h s positive component cf the MAPK pathway that acte through the 11163 reion cf CNK. (A, R) SEV° or RAS”2 stable colis
wero ineuhatcd ±tlte indicated UsRNA5 (15 pejmi) for 4 tIses prier w inducing SEV° or RAS expression. (C, D) Rescue cf MAPK activation
causcd by depiction of erningenous CNK in 52 colis. For show experirnems. colis wore preplated ±RNM 110 pg/inl) ami thon transfectcd 24h
later with tise indicated constwcts. tC) t-IA.tagged MAPK (015 psI. S’” (0.1 pg) and the CNK rosent’ constnjcts lO.O4pg). SEl’ expression
wss inducoil ‘18h post-transfeetion. (U) HA-MAPR (0.15 g), HA-RAS”’ (0.111g) sud Ihe CNK reacue constructs (0.01 pg). iLansene
expression was induccd 45 h post-transfectitm. CNK rosent’ constructs producod identicai protoin leveis (net shown).
cNK’resctting acticliy 10111e same extent as CNKt’HSSF. but
should net affect the rescuing potential of CNXRsmut’htbo?as
titis construct shouid bypass lite need in 5rc42 activity.
inierestingiy, we found that CNK” was flot totaliy devoid
of activity, but couid soniewhat rescue Src42 depietion
(Figure SC, compare lanes 7 and 8) probably because en
dogenous RAS activated by SEVSII plays a dotninant roie in
RAF activation and as CNKt’T stiil integrates RAS activity
through ils N-terminal demains, titis leads te detectabic
phospho’MAPR. Nonethelesa, the CNK’”531’ construct was
as active as in this coniext (iarte 9), which etrongly
suggested that Src42 effect is indeed mediated by the Y1163
region. Furthermore ,tnd as predicted, the CNKdtdhh1t.vthsF
constrttct was flot affecicd by 5rc42 depletion (iane 10), Ihus
demonstraling ils ahility 10 circumvent the need for Src42.
Finaliv, in support cf the view that RAS plays s major role in
these events. abrogation of MAPK activation by depteting
holh endogenous CNK and RAS could flot be rescued by any
of lite CNK constructs (Figure 5C, lanes 11—14).
Taken together, the results presented above suggest that
the Y1163 region is integrating an Src42-dependent but RAS
independent signal. If titis view (s correct, Osen RAS”2-
induced MAPK activation should flot depend on the Y1163
residue. Moreover, as the RIR is ïnhibitory in a RAS””2-onlv
000text (Douziech et ci, 2003), lis inactivation should pro-
mole a stronger MAPK activation, as it would irnitate lite
reception cf an Src42 signal. This (s indeed what tee ob
served, As shown in Figure 3D. CNKt’htttC tvas as active as
CNKwr in s p5VI2 context (compare lanes 2—4), whereas
elevated pj\SVt2 induced MA?K activation ta
a much greater extent (iane 5).
CfVK-inteirated 8rc42 effect on tise MAPK pathway
prîmarily depends on its binding function
intriguingiy, twa previous studies suggested that Src42 nega
tieely regulates cite RAS/MAPK pathway Therrien et cl,
1998; Lu and Li, 1999). Because we found no such rob
in 52 cols, ii la possible that these observations were ccli
specific and/or RTK specific. A more trivial explanation
would he that the 5rc42 aiieles used in those genetic siudies
were not bas-0f-fonction, but instead had gain-of-ftmciion
activity with respect lu the RAS/MAPK pathway. To explore
Lite second possibibilv, we compared some of the Src42 aileles
used to conciude s negative rote for Src42. nameiy Src4253”'’
and 5rc425527 (Therrien et ai, 1998], as weli as s boîta [ide
Src42 ]oss-of-function (Src42tt2t’’5”j, for their abilfty 10
modify dominantly s RAS”2 roug1 eye phenotype. Surpri
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11w RAS”12 rough eye phenotype tFigure 6, compare A ami
B), Src42 did flot enhance the phenotype (Figure 6,
compare A ami C). Src42SS2? also behaved like 5rc42s .u2
(data flot shown). Therefore, these findings suggest Iltat tue
afleles used tu conclude 3 negat ive function for Stc42 are flot
loss-of-function, but act as activated alleles with respect tu
the RAS/MAPK pathway. In support of this daim, ve found
litaI the Src422v anti Src425 afleles etficiently rescued
the lethality associated with Itvo independent hypomorphic
alleles of rai, whereas the SrC42t(2»rOtøR allele could flot
(Supplementary Table Si). These resuits flot onty provide
additional evidence that Src:42S ami Src425527 3d 35 gain
of-functions with respect tu thc RAS/MAPK pathway, but also
suggest that the rob 0f Sre42 in this pathway is flot restricted
tu tite eye.
Tu detertnine the rnolecular basis responsihle for Itie
apparent gain-of-function effect of Src422 and Src425
we iso]ated their genornic DNA and sequenced the 5rc42
exons,$rc425 352 bas a point mutation that changes trypto
phau 241 tu an argimne (W241R). Strikingly, tue equivalent
residue (W260) in mammalian Src anti Bck, which resides at
the junction betweèn the SH2 domain-kinase dornain (Sf12-
KO) linker anti the kinase demain (Figure 7A), bas been
predicted front crystallographic anti functional studies ta be
structurally important for maintaining SFK5 in an autoinhi
bïted conformation (for revieiv, see flubbard, 1999), thus
supporting the possihility that the W241 R mutation is a gain
of-function. Unexpedledby, however, the Src425 ‘ allele bas s
single point mutation that changes aspartate 370 (0370) tu 3
valine residue. As 0370 corresponds tu the criticat ‘catalytic
base’ found in kinase subdoinain Vt, this mutation should
destroy Src42 catalyuc fonction. An in vitro kinase assay
confirmed this prediction, whereas the W241R mutation ivas
found tu be nearly as active as WT Src42 (Supplementaiy
Figure S4). Given that die 0370V mutation impairs Src42
catalytic funcuon, it suggested that catalytic acttvity perse is
flot critical for Src42 effect on die pathway anti that structural
changes imposed by the W241R or 0370V mutations
are activating other aspects of Src42 functiou, suds as ils
capadity tu associate tvith specific targets. This possibility is
likely considering that even mutations affecting catalytic
function can have gain-of-function consequences provideti
that they disrupt the overatl autoinhihited configuration and
make availabk the 5113 and SH2 donuains. As the catalytic
cetuter ai 5FR also appears tu stabilize the global autoinhi
bited state (Kubbard, 1999), it is possible that flot only the
W241R mutation, but also the D370V mutation destabtiizes
Src42 autoinhihitod statu thereby increasing lite ratio ai Src42
molecules bound ta corne targets, including CNK.
The observatton that une of lite $rc42 gain-of-tunction
alleles is a kinase-demi variant was intriguing given tise
correlation that we observed between CNK positive function
on the pathway anti Src42-mediated CNR tyrosine phosphory
ballon, Ta investigate this issue, we first used a simple
cotransfection assay tIsaI monitored tise ability ut Src4Z
constructs ta augment RAS’12-induced MAPX activation.
As shown in Figure 7B, kinase-inactive Src42°3’ and
Src4252’1 variants (lanes 5 and 6) were found ta be as
competent ta coilaborare with RAS”t2 as Src425’3” and
(lattes 3 anti 4). lnterestingly. even an N-terminal
(NT) Src42 protein (including only Ihe SH3 ami Sf12 do-
mains) ivas active as the fuul-iength Constructs (lane 7). In
contrast, s construci correspanding ta the catalytic domain
abone was inert (data not shown). To ensure that the activisy
0f these mutants ivas nul caused by endagenous Src42, we
tested their activity in a context where endogenous Src42 mis
been depleted by RNAi. As shown in Figure 73 (lanes 9—13),
natte ut the mutants was affected. We showed above that,
unlike RAS activily, Src42 activitv is integrated by Oie Y1163
residue of CNK (f igure 5C and D). Ta verify the relevance af
this residue with respect ta the ability of kinase-irnpaired
Src42 ta coflaborate with RAS’ we depleted endogenous
CNK and rescued ils contribution with CNKi 11u3 Remarkably,
we tound that the positive etfect of ihe Src42 mutants
strictby depended on tue integrity cf flue Y1163 residue
(Supplernentary Figure $5). Together Ihese recuits are con
sistent wifls the ides that Src42 kinase activïty is not critical
for the positive effect of 5rc42 on the MAPK pathwov anti
further suggest that Y1163-dependent CNK activily anti Src42-
mediated CNK tvrositse phosphorybation are not functiottalby
Figure 6 Src4251°’ acta as s gain-cf-fonction allele in tise rcsence of RAS””. Scanning clectron inicrographs cf adutit eycs cf tise fotlowiisg
genotvpes: (A) cyo, PliaI-RAS1, .Jj +; (B) C’yO, P[sen-RAS h12]/StC4S.t (C) CyO, Anterioi is ta tise tett.
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Figure 7 Mokcular charactorization cf 5rc42 gain-cf-fonction alleles. (A) Schematic structure cf Src42. Like ;nammalian SFK5, the 51 7-amino-
acid-long Src42 containsa tnyristoylation signai (black box), followed by an Si-13, Si-12 and kinase demain. Relative positions 0f arnino-acid
change found in Sc42’ anti Srr423 are shown. (B) 52 relis were first incubated ± the 5rc42 dsRNA (15 pg/mU t day prier te tranfection
anti thon transfeetcd with the HA-MAPR reporter construit tO.15 fig) eliher alerte flanc 1) or with the indtcated coinbinatiens cf HA-RAS°1
(0.1 pg) anti PYO-Src42 (0.075—0175 tg) construits orthe tmncated V5-taggcd NT-Src42 construct (0.075 pg), Endo anti cxc denote tho position
of tite endogenous anti exogenous Src42 proteins, respcctiveiy. (C) S2 celle wcre transfecteti as in (B). The amount cf Src42 construits used
(0.065—0.3 kg) vas adjustcd te ebtain smillai prutein levels.
retated. In support for these conclusions, we found that
kinase-inactive Src42”5 ts as competcnt as WT Src42 te
rescue a decrease of SEV-dependent MAPK activation caused
by depletion cf endegenous Sre42 (data not shown).
In addition te their calalvtic tunclion, SFKs arc known te
mediate positive signaling by lise hindmg properties et their
SH3 and SH2 demains (Kaplan et cl, 1995; Schlaepfer et et,
1997). Te verify their respective relevance, we mutagenized
them individually in Src42”511° and tcsted their ability te
augment RAS-mediated MAPK activation. As shown in
Figure 7C, inactivation of either demain impaired Src42
activity (laites 4 and 5). Similar findings were obtained
wilh Src4212° or NT-5rc42 (data coi shown), thereby sug
gesting that Src42 binding was ctiticai fer lis function lhrough
CNK. We then investigaled whether the Src42 variante could
associate with CNK through its Y1163 region. As shown in
Figure SA, ce-immuneprecipitation experiments revea lcd
that NT-Src42 indeed inleracted with CNK (lace t), and Ibis
independcntly cf a coexpressed activated RTK. Similar recuits
uere obtained with lise fuil-length Src42 construits (data flot
shown), thereby possibly explaining their abiiity 10 collabo-
rate with RAS”2. Nonethetess, as expecred, 5EV expression
greally increased tise interaction (lane 2), which suggested
that bmnding is normally signal-dependent (see below). Using
this simple hinding assay, we next verified tise relevance et
tise Y1163 region in this interaction. Remarkahly, we feund
that net only ihe Y1163 residue is critical for binding flancs U
and 12), but aise the fout missense mutations found in this
regien affected the association (lance 3—10). Thercfere, these
recuits confirm tise relevance et tille area for Src42 binding
and provide a commen melecular explanatien for tise varieus
loss-of-function mutations found in this area. Aithougli il
remaille le lie verified, tise correlatien between Src42 binding
te CNK and ils pesilive etfect on tise pathway is consistent
with the type cf mutations feund in tise twe putative Src42
gain-ef-functien a]ic]cs.
Tise ahulity cf full-length et NT-Src42 variante te bind CNK
without 5EV expression was intriguing as it depended en the
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Figure $ Characterization of the 5rc42 hinding function on CNK. (A) 52 mils were iransfected with [he indicated FL-CNK vajiants (0.55—
0.511g) sari the NT-Src42 construct (O.09—OE25 pg) ± 5EV511 fOepg). The ChKvariants were expressed fora total of 36 h under the contrai of the
constitutive cnk promoter, whereas NT-Src42 sari SEVSIt expressions were nduced 16 and 3h, respectively. pnor ta harvesting the relis. (B) S2
relis svere hrst ïncuhated ±th Src42 dsRNA (15 pg/mi) t day prior ta transfection sari titen transfected wiih tire indicated cambinations of
CNK (0.Spg). SEV (O.6ig) or GSTconstructs (0.1—0.3iig). CNK ami 5CV5Tt expression rime was as in (A), whereas GSTconstructs were
axpresssd for 16h piior ta ccli lysis. GST-fused proteins were collected using glurathione-Sepharose beads. YF denotes the CNK variant.
ltiterestiriglv, ctepletioti f endogentrus Srct2 slightly inrasd C5T-SH3 hinding [o CNK liane 5). (C) Titit short CXK mutant variants
(0.35—0.8tg) were cotransfeetcd ±SEV (0.Siig) as indiealed anti expressed for 16h prior ta rail lysis. RNAI treatntent was as in (B).
(D) liansfections, including tire GST-SH2 construct (O.lS—O.Bpg). were condttcted as in (C). (E) Modal depicting rite integration of RAS anti
5rc42 signais by CNK. Sec text tor detaiis.
V1163 residue (Figure 80, compare lance I anti 11, anti data
nol shawn) as well as on the SF13 and $112 dornains (data flot
shown). Moreover, it occurred independently 0f endogenous
Src42 (data flot shown). These observations suggested that
both domains are engaged (n binding CNK anti that efthcr the
Y1163 residue is phosphorylated at an undetectable level or
binding of tire SF13 domain soniehow stabilizes the SF12
domain ta its unphosphorylated hinding site. To eliminate s
possible interdependency between the twa domains with
respect ta CNK binding, we separatety fused them ta GST
ami direct)y assessed their respective bmnding abiilty. As
showir in Figure 80, he 5113 domain assodated with CMX
indepcndently of 5EV (compara lanes 2 and 3) and of the
Y1163 residue (mue 6). in sharp contrast, lire SF12 domain
associated witb CNK in s strict SEV-dependent manner
(cotnpare lanes S anti 9) that required tire ititegrhy of the
CNK construct ‘ \>‘ Q’
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+
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Y1163 residue flanc 12). Therefore, given that the SF12
demain cannot hind CNK when tested aTone in flic absence
of 5EV, but is involved when the SF13 demain is present, it
suggested that hinding of tim SF13 demain te CNK stahulizes
the SI-12 demain 10 ils binding site thereby allowing it te
participate in CNK bindi 11g fl the absence cf Y1163 phosphor
ylation. Titis phenoinenon, possibly magnificd by the artifi
cial setup used te test the eonstructs, miglit explain why flic
collaboration between Src42 and RAS”12 depends on the SH3
and $112 demains cf 5rc42 as weil as ors tise Y1i63 restdue
cf CNK.
Src42 does flot phosphorylate the Y1163 residue of CNK
Ihe strong 5EV dependency cf Src42 SH2 demain binding
te CNK suggests that in normal conditions, binding of this
demain requires the phosphorylation cf al least one tyrosine
residue in CNK. Because we found that endogenous Src42 is
mediating SEV-induced CNK tyrosine phosphorylation, it ta
concelvahie thal upon activation by SEV, Src42 phosphory
lates its own binding site on CNK thereby inducing normal
binding. However. this would be inconsistent with the func
tional data that suggest that Src42 kinase activily is net
involved in the regulatien cf MAPK activation Ibreugli
CNK. Te verify titis, we eliminated endogenous Src42 by
RNAi and tested lite impact on SEV-dependent GST-SF12
demain hinding w CNK. As shown in Figure 8B (compare
lanes 9 and 11), Src42 depletion did net reduce the interac
tion. Identical resuils were obtained with NT-Src42 (data net
shown). Therefore. in agreement with ocr functional resuits,
these findings indicate that 11w kinase activîly cf Src42 is net
involued in generating a high-affi.nity binding site on CNK for
ils SH% demain.
The binding data presented thus far strongly suggest that
the ‘(1163 residue te part ofan Src42 SF12 demain binding site.
furthermore, this residue is prohably specifically phosphory
lateci in response w 5EV expression, but titis event should net
be mediatcd by $rc42. To monitor specifically the phosphor
ylatien status of the Y1163 residue, we generated â short
V5-tagged CNK construct (positions 1016—1271) that eneom
passed the ‘(1163 rcgion and included only three tyrosine
residues (‘(1085, ‘(1136 and ‘(1163; Figure 2). We tested two
versions of il: eec had tlw three Iyrostne residues changed te
phenylalanine (FFFJ, while tise other (fF’) oniy kept intact
tlw Y1l63 residue. As thown in figure 8C, we found that tise
ffY protein. but net the PFF variant, was tyrosine phes
pherylated upon 5EV511 expression and associated with
endogenous Src42, therefore demenstrating that the Y1163
residue 1g genuinely phesphorylated upon 5EV expression
and that this event ta critical for endegeneus 5rc42 associa
tion. Consistent with the results shewn aheve, depletion cf
endogenous Src42 did net affect the vresine phesphorylation
cf the f FY protein, flics previding strong evidence that a
tyrosine kinase ether titan Src42 is phosphorylating tise ‘(1163
residue. Finafly, te show that the SF12 demain et Sre42 la most
likely imeracting with the phesphoryIated ‘(1163 restdue, we
tested the ability ef the GST-SH2 demain protein te asseciate
whh the short CNK variante in a SEV-dependent mann.er. As
shewn in figure 8D, tise SH2 demain specifically associated
with the FFY variant and titis occurred only upen SEV
coexpression (lane 6). Therefore, these resuits provide cern
pelli.ng evidence that the ‘(1163 residue is indeed phosphery
lated in a SEV-dependent but Src42-independent manner, and
serves as a binding site fer lite SF12 demain et Src42. Given
Ihat 5rc42 is apparently net pliespliorylatirsg tise Y1163
residue, it remains possible that tise recepter itself ta perferm
itsg this event and that inapprepriate in edre enzymatic
condition explains eur failure te detect h. Alternalively,
another tyresine kinase ceuid lie invoived.
conciuding remarks
In this study. we showed that CNK integrales RAS and Src42
signais as â binary inpul, thereby allowhsg RAP te send
signais te MER (Figure 8E). ‘flic RAS signal is received hy
the SAM and CRIC demains et CNK, which appears te
enhance RAF catalytic functien (Douziech er cl, 2003),
whereas Src42 activity ta integrated by tise ‘(1163 region et
CNK and scems te relieve the inhibitery ctfect that tise RIR
imposes en RAPs abiiity te phosphorylate MER (Deuziech
et al. 2003). Why would RAP activation depend en iwe
distinct but corequired signais emitted by lite same RTK?
Orse possibility is that titis requirement generates specificity
downstream cf an RTK. for example, enly receptors that
activate boit RAS anti Src42 wouid Iead te activation et the
MAPK module within discrete]y iecalized CNK complexes.
Consequently, the cembinatejial use ef muitifunctional sig
nais mtght be â means te preduce a specific output from
generic signais.
lntriguingly, despite lite tact that tise second Drosephllti
5FR. 5rc64, is naturaily expressed in $2 relis, it did ciel art
like Src42 in response te SEV EGFR anti InsR activation.
Altliough the reasen for titis ditference is net irnmediateiy
clear, we feund that, unlike Tec29, overexpression of an
Src64” variant is nonetheiess capable of asseeiating with
CNK anti inducing its tyresine phesphorylation (data net
shownj - It ta thus possible that Src64 fulifils a simiiar rele
w Src4Z, but downstream cf ether RTKs or in response 10
chier types cf stimuli and tisât ditterenec in their subcellular
locatization, requhement fer specific cefactors or aciditienai
regulatory events account for their distinct behavior.
The mechanism by whici tise binding et Src42 te CNK
cleactivates tise RIR is currently unknewn and a nutnber et
scenarios can he envisiened. fer exampte, II rnight indure â
conformationai change that suppresses tise inhibitory ctfect
that lite R1R imposes ets RAF cataiytic activity, Aiternahively.
h ta possible litât 5rc42 binding dispiaces an itshibitery
pretein interacting with CNK or facilitâtes tise reiocahzatien
ef a CNK/RAF cempiex w â subcellular cempartment that is
required for RAS-dependent RAP activation. Ftewever, we do
net heheve tisât titis mechanism invoives dispiacing CNK
away frem RAP as neither 5EV expression ner Src42 depietien
altered tise CNK/RAf interaction (Figure 48, and data tiot
shown] -
Aithougli several questions are iett unanswered regarding
tins Src42/CNK association, collectively. eur data suggest a
sublie hinding mode rerniniscent et tire mammalian Src/FAK
interaction Thomas et aI, 1998). lndeed, it appears tisât CNK
je phosphoryiated on tise Y1163 residue net by Src42 itself,
but either by the recepter or by anether kinase (Figure 8E)
and that titis step generates a high-afflnity binding site fer lite
SF12 demain cf Src42 thereby triggering ils recruitmetst. This
event is presunsahiy net sufficient fer â stabie associatien
and/er derepression et lite R1R, but aise requires Lite binding
ef the SF13 demain te an unidentified sequence elernent
within CNK. Tise engagement et tise SH3 and SF12 demains
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0f Src42 on CNK would not only relieve tise RIRe înhibitory
effect, but would also derepress Src42 autoinhibited conhg
uration and possibly orient favorably Src42 to phosphorylate
one or a few specific tyrosine residues on CNK dotted arrow
in figure 8E). Titis scenarie is certainly plausible conaidering
that CNK has a total of 39 tyrosine residues. TItis would
explain why depielion 01 endogenous Src42 lcd to a redue-
tian, but not a complete elimination, of SEV-induced CNK
tyrosine phosphorylation (figure 4) or why the Y1163F
mutation irnpaired CNK phosphorylation mediated by
Src42F (Supplementary Figure S3) as o disruption of the
Src42/CNK association would prevent Src42 from phosphory
tating tise other sites. Although these $rc42-dependcnt phos
phorylated residues do not appear ta play a role in activating
the MAPK module, their concerted regulahon suggests that
CNK is coordinating signabng between tise MAP1C module
and ai Ieast another pathway.
Materials anti methods
Plasmids
Copper-inducibte flag-tagged fL-CNK, NT-CNK and CT-CNK con
structs have been described by Ttserrien et ci (1998). Atnino-acid
positions corresponding ta additional CNK constructs are indicaled
in tise text and wcre generated by standard procedures, CNK’°’’
cDNA vas introduced in tise psE P-clement vecter to create
transgenic linos similar to PIsE-CNKI (Thenien et ai, 1998). For
genomic rescue expetiinents, we assembled in petueScripi an
5. 8kb cttk genontic fragment extending 875 bp upstreamn cf tise
firat methionine (corresponds 10 sequences between cnk ORF and
tise tiret upstreans gene) and ending immediately atter tise STOP
codon. ADIt. 3’UTR sequences were introduced attise 3’-end and a
3XFlag tag was inscrted et tise firsi ATG. Tise engineered cnk
genomic fragment tpcitk-rnk) was then mutagenized te generate
desired point mutations. fisc genomic construcis were either user!
for expression in 82 ceils or tise inserts wens moyeU ta a P-element
vecior.
For Src42 canstructe, o PCR-generated cONA was introduced in
s copper-Inducible vector. A PYO epitope tag svas introduced at mite
C-terminus anti tlten was umutagenized to produce tise different
mutants mcd in this study. N- and C-terminal 5rc42 Constructs
correspond ta amitso-acid positions 2—240 and 224—517, respec-
tively. A VS epitope was imroduced attise N-terminus for these two
constructs. SF13” anti SF12tm variatsts tutd s WIOOK sud R1S7K
reptacement, respectiveiy. Tise SF13 and SF12 domaine f WT and
mutant versions as above) fuser! 10 GST encompssscd amino-acid
positions 59—128 sud 120—231, respectively, sud were expressed
under s copper-inducible promoter.
l’hc Sev” constnjcts have heurt descrihed by Therrien et al
(1098), wliercam tise RAS’’ and MAPK consiructs have beett
dcscribed by Douziccis et al (20031.
Genetics, molecular analysis anti histoiogy
Plv culture, crosses anti P-elernent-mediated germtine transforma-
lions were cojtducted accocdtng to standard procedures. Tise sE
CNKTand RASr tranegenic hies have been described by Tiserden
et cl (1998). Al least tsvo indepcndertt unes were characterized for
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Supplemental Figure SI. Mapping of CNK Tyrosine Phosphorylation
CNK constructs shown in Figure I B were transfected (3.5 7.5 tg) in 52 ceNs and expressed for 72
hours. SEV511 expression was induced in lanes 2 to 9. Cetls lysates were immunoprecipitated (IP) using
c.Flag. Total and tyrosine phosphorylation tevels of the CNK variants were determined using aFlag (left
panel) and Œ-pY (right panel) antibodies, respectively.
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Supplemental Figure S2. SEV-induced tyrosine phosphorylation of CNK is RAS-, SrcC4- and Tec29-
independent
(A and B) SEV511 stable ceNs were plated with or without the indicated UsRNAs (15 jiglml) for fout days
prior to inducing 5EV511 expression. Cell lysates or immunoprecipitated f IP) lysates were analyzed by
immunoblots with the indicated antibodies.
Supplemental Figure S2
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Supplemental Figure S3. Src-mediated CNK Tyrosine Phosphorylation
S2 ceNs were transfected with the indicated combinations of Flag-tagged FL-CNK variants «15 — 0.7 jig),
kinase-inactivated Src42K276R (0.35 tg) or constitutively activated Src42’5hlF (0.5 kg). Expression of pyo
Src42 constructs were induced 2.5 hours prior to harvesting the celis. The CNK variants were expressed
for a total of 36 hours under the control of the constitutive cnk promoter. WT denotes wild-type. Celi
lysates were immunoprecipitated and anayzed using indicated antibodies.
Supplemental Figure S3






Supplemental Figure S4. Assessment of Catalytic Activity of Src42 Mutations ldentified in vivo
S2 ceUs were lefi aTone f-) or transfected with the indicated of Pyo-tagged Src42 variants (0.4 — 0.6 tg).
Expression of pyo-Src42 constructs was induced 48 hr post-transfection and the ceils were harvested
24 hr later. Celi lysates were immunoprecipitated using u-PYO and Src42 kinase activity was detected
in the immunoprecipitates as Uescribed in the Experimental Procedures. Src42 levels were monitored
by immunoblots. The W241 R mutant has an activity comparable to wild-type Src42 in its abilîty to
phosphorylate enolase (32P-enolase) or to autophosphorylate (32P-Src42). In contrast, the D370V
mutant is completely inert as the catalytically-inactivated K276R mutant.
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Supplemental Figure S5. Src42 Scaffolding Effect is Integrated by the Y1 163 Residue of CNK
Ceils were pre-piated with or without RNAI (10 tg/mI) and then transfected 24 hours later with Hie
indicated construot combinations: HA-MAPK (150 ng), HA-RAS”2 (100 ng), PYO-Src42 variants (25
ng) and the CNK rescue constructs (10 ng). RAS and Src42 transgene expression was induced 4$
hours post-transfection and ceNs were cultured for an additional 16 hours prior to harvest. CeN lysates
were anayzed by immunoblots using the indicated antibodies.
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Supplementaiy Table I. Src42382 and Src42’27 alleles stippress raj’’ and rqf”° male
hemizygous lethality
rtt/HM7/FM6K; +/+ raf’ ‘°/fM7;
# ofrct/”M7 # ofnon-yO # ofrqf”° # ofnon.-yO
c5’ males FM6K males males FM7 males
w; +7+ 0 76 0 34
iii; Src4232ICvo 29 36 25 31
W; Src42527/Cyo 15 32 14 1 1
W; Src42”2’°’°/cvo 0 58 0 25
Male progeny distribution of a representative large-scale cross (15 males X 20 females) to
demonstrate the ability of Src423 and Src42527 alleles to suppress the lethality associated
with two raf hypomorphic alieles, compared to a bona fide Src42 loss-of-function allele
Annexe 2
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K$R is a scaffold required for activation
of the ERK/MAPK module
françois Roy, Gino Laberge, Mélanie Douziech, David ferland-McCollough, ami Marc Therrien’
Clinical Research Institute of Montreal, Laboratory of Intracellular Signaling, Montreal, PQ Canada fI2W 1R7
Mechanisms that regulate signaI propagation through the ERK/MAPK pathway are still poorly understood.
Several proteins are suspected to play critical roles in this process. One 0f these j5 Kinase Suppressor of Ras
tKSR), s component previously identified in RAS-dependent genetic screens in Drosophila ami Caenorbubdftis
elegans. Here, we show that KSR functions upstream of MEK within the ERK/MAPK module. In agreement
with titis, we found that KSR fadiitates the phosphorylation of MEK by RAF. We further show that KSR
associates independently with RAf ami MEX, and that these interactions lead to the formation of a RAF/MEK
complex, thereby positioning RAF in close proximity to its substrate MER. These findings suggest that KSR
functions as a scaffold that assembles the RAF/MEK functional pair.
[Key Words: KSR; MEK; RAf; RAS; MAPK; signal transduction)
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Celis use s range cf signaling pathways tu convey dis
tinct information to appropriate intracellular targets.
The evoiutionarily eonscrved mitogen-activated protein
kinase {MAPK) pathways are among the best clescribed
examples tfor review, sec Schaeffer and Weber 1999). The
prototypical MAPK pathway is a three-kinase module
that transmits signais through s phosphorylation cas
cade. At least five groups of MAPK pathways have heen
distinguished in mammals, whicb include the exten
sivcly studicd cxtraceliular-regulatcd kinase (ERK) path
way. This pathway is composed of specific comhinations
ni RAP, MEK, and ERK/MAPK isoforrns and is une al the
principal mediator cf signais emanating from the small
GTPase RAS, therchy influencing multiple aspects cf
ccli physiology such as ccli growth, proliferation, differ
entiation, and survival (for review, sec English et al.
1999; Kolch 2000),
As for the ERK pathway, must groups uf MAPX path
ways comprise multiple and closely related kinase iso
forms that are often expressed in the same cdils (Carring
ton and Johnson 1999). This raiscd questions early on
about how signal transmission specificity could be
achieved. The identification of proteins capable of bind
ing at the saine time ta at Ieast two of the tbree kinases
ni thc module, thereby physicaily linking them together,
provided s framework te explain signal transmission
specificfty and possibly efficiency (far review, sec Whit
rnarsh and Davis 1998). The prototype for such scaffold
ing proteins i.s STE5, whicb simuhaneousiy hinds ta
tConepniidng author.
E-MAIL therrhnircrn.qc.ea; FAX (514) 957-5591.
Atc1c and puhI.cation are at http://www.genesdev.org/cgi/doiji0.l toi)
gad.962902.
STE1I, STE7, and fUS3, the three-kinase module re
quired for mating in Saceharornyces cerevisiae (Chai et
al. 1994). Ever since the discovery of STE5, oniy a hand-
fui of potentiai scaffolding proteins with respect te spe
cific MAPK pathways have becn identified (for rcview,
sec Carrington and Johnson 1999; Schaeffer and Weber
1999). Thc clearest examples include the yeast protein
P$S2 requircd in the osmosensing-response MAPK path
way in S. cerevisiae (Posas and Saito 1997); the JNK
intcracting pruteins (JIP-1/2; Whitmarsh et al. 1998; Ïa
suda et ai. 1999), which function in the JNK pathway;
and finally MEK partner I tMP1), which apparently
bridges MEX1 and ERKI (Schaeffer et ai. 1998).
Other proteins have bcen suggcsted ta function as scaf
folds in spccific MAPK pathways (for revïew, sec Car
rington md Johnson 1999); however, their precise mu
lecuiar function remains ambignous. One of these is Ki
nase Suppressor of RAS (KSR), whose activity appears tu
be required in the ERK/MAPK pathway (for review, sec
Morrison 2001). KSR was originally identifïed in RAS
dependent genetic screens in Drosophila and C. elegans
(Komfeld et al. l995 Sundaram ami Han 1995; Thcrrien
et al. 1995). interestingly, KSR proteins are mustly te
iatcd ta RAP serine/threonine kinase famiiy mcmbers
(Thcrrien et al. t995), but differ in at least threc main
aspects: (1) they do flot contain the so-called RAS-bind
ing domain found in RAP proteins; (2) they contain a
canservcd rcgion cf —40 amino acids at their N terminus
called Conserved Ares .1 (CAl) that (s unique ta them;
and (3) the mammalian homologs contain an arginine
residue instead cf an invariant lysine residue in kinase
suhdomainIl that is thought tu be critical for the phos
photransfer reaction. This peculiarity suggests that KSR
proteins might be devoid of kinase activity.
GENES & DEVELOPMENT 16:427—438 C 2002 by Cold Sprïng Harbor Laboratory Pres ISSN 0890-9369/02 85.00; wWW.genesdev.org 427
floy et il.
The characterization of KSR with respcct tu the ERK/
1vIAPK pathway has heen undertaken by a numbcr of
groups using mXSR1, a murine isoform fur review, sec
Morrison 2001). Like RAF, mKSR1 associates with
HSP9O and p55/CDC37 as well as with 14—3—3 proteins
(Xing et al. 1997; Sewart et al. 1999; Cacace et al. 1999).
Intercstingly, mKSRI has also been shown to interact
constitutively with MEX )Denouel-Galy et al. 1997; Yu
et ai, 1997; Muller et al. 2000) and iti a RAS-dependent
manncr wfth RAF anci ERK/MAPK {Thcrricn et al. 1996;
Xing et aI. 1997; Cacacc et al. 1999). These resuhs lcd
different groups to propose that mKSRI might coordi
nate the assembly of the ERK/MAPK module for rcview,
sec Morrison 2001). However, this hypothesis remains to
he tested hecause the molecular relationship between
mKSRI and the three kinase components of the ERX/
MAPK module is currently unknown. furthermore,
functional assays cunductcd by different groups pro
duced contradictory resuits, which resulted in e frag
mented and somewhat controversial view of the role of
KSR. A notable case regards the catalytic function of
mKSR1. Kolesnick and colleagues rcported that mK$R1
can phosphorylate and activate RAP in e TNfa- or EGF
dependent manner jZhang et al. 1997; Xing et cl. 2000).
Intriguingly, however, these resuits could ont he repro
duccd hy other lahoratories jDcnouel-Galy et cl. 1997;
Michaud et al. 1997; Yu et al. 1997; Sugimoto et al.
1998). lnstead, mKSR1 activity was reported to be mdc-
pendent of its putative catalytic function jMicbaud et al.
1997; Stewart et aI. 1999). Another discrepancy is the
observation made hy e number of groups that foreed ex
pression of mKSR1 strongly and specifically blocked sig
nahng through the ERK/MAPK pathway (Denouel-Galy
et al. 1997; Yu et al. 1997; Joneson et al. 1998; Sugimoto
et cl. 1998), whereas others showed that mKSR1 strongly
cooperated with activated RAS to induce meiotic matu
ration of Xenopus oocytes Therrien et al. 1996). As sug
gested by Cacace et al. 1999), tItis contradiction might
he attrihutahic w differences in mKSR1 expression lev
cls. Givcn that niKSRl intcracts with several compo
nents of thc ERK/MAPK module, it is possible that these
components are scquestercd from each other when
mKSR1 levels are in excess. In any event, it remains
unclear whethec the information ohtaincd using mKSRI
truly reficcts the function of KSR as it had been geneti
cally dcfined. k is possible that the experimental sys
tems mcd could simply net support normai mKSRI
function. ror exemple, ït is intriguing that in the Xeno
pus oocyte maturation assay, mKSRI activity mainly de
pended on its cysteine-rich motif tCRM; Therrien et al.
1996; Michaud et cl. 1997), whcreas sevcral loss-of.func
tïon mutations affecting other parts of the KSR protein
have heen identified in Drosophile and C. alegens Korn
feld et al. i995 Sundaram and Han 1995; Therrien et al.
1995).
A major problem hindering the clucidation of the ide
cf KSR is the iack of an essay that faithfully recapitulates
its function, Here, using a simple transfection protocol,
we reconstituted a KSR-dependent fttnctional assay in s
homologous system, that is, in Schneider 52) ceils using
unly Drvsophila-derived coniponents. ‘Ne founci that
KSR strongly promoted MEK phosphorylation by RAF in
a RAS-dependent manner. Stdkingly, KSR activity ap.
pecred tc) depend mainly en its ahility to associate mdc
pendently witb RAF anti MEK, therehy atlmving it tu
Iink thc two kinases. Together, our findings sug,gcst that
KSR prornotes signal propagation through the ERK/
MÀPK module hy coordinating the assembly of a RAF/
MEK complex.
Resuits
forcd association bat wcen KSR tmd RAf kinase
dom ains induces MEX phosphoryltîtion
The KSR kinase domain bas hcen reportcd to Internet
with MEK but flot phosphorylate MEK (sec ahove). KSR
has aise been found w intcract wirh RAf, but die regions
involved have flot been identified. We wanted te verify
whether forced association between KSR anti RAF enta
lytic domains (KSRc and RAFc) wouid affect MEK activ.
ity. We took advantage cf two previously descrihed Dro
sophile transgenic hnes that express, during cyc devel
opinent, either RAFc c)r KSRc fused to the N-terminal
portion of Torso402 , which comprises the extracel Iular
and transmemhranc regions cf die Torso receptor tyro
sine kinase jN-Tor3021). Toi402’ is n gain-cf-fonction aI
ide of torse. The aberrant Torso102’ protein bas a Y.327C
change in the extracellular portion that is thought te
promote ligand-independent receptor oligomerization
(Sprenger and Nusslein-Volhard 1992).
N-Tor40°RAfc hehavcs as an activatcd form cf RAF
and transforms cone cells mb additional R? photorcccp
tor celis when expressed in the developing Drosophile
eye Dickson et al. 1992). In contrast, NToftO1tKSRc is
a potent dominant-negative form of KSR that blocks sig
naling through die MAPK pathway, presumahly hy se
questering MIX. It strongiy antagomzes photoreceptor
ceti differentiation Therrien et al. 1996). We reasoned
that crossing flics cxprcssing N-Tor302tRAfc (BT98) w
flics cxpressing N-Tor4011KSRc jKDN) should lend w the
formation cf hetero-oligomers, which might result in ac
tivation of endogenous MEK anti MAPK. We crosscd
RW8 anti KDN transgcnic flics te a wild-type strain or to
each other to assess die effect on MAPK compared with
wild-type flics Fig. 1). We stained third instar cye dises
cf the diffcrent gcnotypcs with an anti-phospho-MAPK
)anti-pMAPK) antibocly and found that, compared with
wild.typc pMAPK levels, BT98/÷ flics had slightly cl
cvated pMAPK levels posterior to die morphogenetic
furrow et a position consistent with die expectcd trans
gcne expression pattern Fig. 1C). In agreement with cl
evated pMAPK, BT96/-- adult cyes had addftional R?
photoreceptor ceils data net shown) that resultcd in n
rougb eye phenotype (fig. lD; Dickson et al. 1992). In
contrast, thc KDN/÷ flics had reduced pMAPK levels
(Fig lE), which is aise consistent with the roughenïng of
the external adulr eye surface (Fig. if) due te e hlock in
photoreceptor ccii differentiation data flot shown; Ther.
rien et al. 19%). Strikingly, die BT9S/KDN flics showed
XXII
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KSR bridges RAF and MEX
Figure 1. TorKSRc, a dominant-negative
form cf KSR, strongly cooperates with
TerRAfc, an activatcd form cf RAF, te ne
tivate die MAPK paihway during I)ro
sophiiu cyc dcvctepmcnt. (A,C,E,G1 Anti
pMAPK staining of Drcsophi)u third instar
eye imatiinal dises and (B,D,F,H) scanning
ekctron micrographs cf adtilt I)rosophila
cyes ut the following gcnotypcs: (A,B) witd
type (WT}; C,Di 3T98/+; (f,F1 KDN/÷,
(Gjfl BT9R/KDN. Anterior is te the right.
During uonnal cyc dise deveiopment A,
activation of MAPK first appears in oups
et edis in the morphogenctic ftirrow ar—
rowheadl. Posterior left) te tue morphoge
netic lurrow, pMAPK training Ls restricted
te individual celis undergoing ccli fate
spccitïcat,on. The RAFe md KSRc con
structs have hecn cxprctscd undcr the ace
enles.s enhancer sequences, which drives
transgene expression in n subset et celis
postenor te the morphogenetic furrew: ar
row in A marks approximately dat tows cf
ommatidial clusters where transgcne ex
pression occurs.
a massive accumulation cf pMAPK postcrior tt) the mor
ïhogenetic furrow Fig. 1G) that correlated with a robust
enhancement cf activated RAf rough eye phenotype (fig.
1H). These findings strongty suggest that N-lot402’ KSRc
brings endogenous MEK te N-Ter402 ‘RAFc, thus
strongly enhancing endogenous MEK and MAPK activa
tion.
Te verify that the association between RAfc anti KSRc
is responsihie fer the resuits shown ahove, we fused
RAfe and KSRc tu the FK506-binding protein FKBP) and
FKBP-rapamyein-hinding domain (FR3), respectively, te
ailow their heterodimerization in a rapamycin-dcpen
dent manner (fig. 2A; Muthuswamy et al. 1999). Wc aiso
introduced a functional or inactivated myristoylation
signal to examine the influence cf membrane ioealiza
don. RAFc and KSRe derivati.ves were tagged with the
polyorna (pyo) and die fiag epitopes, respeetiveiy, te ai
low their detection.
The fXBP—RAfc and FRB—KSRc fusion proteins were
expressed separately or together along with myc-epitepe
tagged MEK in die absence or the prcsencc of rapamy
tin (fig. 23). Expression cf KSRe or RAfc variants alone
or together did flot resuit in MEK phosphorylation in the
absence cf rapamycin Fig. 23, lanes 24; top panel;
a-pMEK). As cxpected, fRB—KSRc physically imeracted
with MEK as revealed by the associated mycMEKA in
anti-flag immunoprecipitatcs (Fig. 23, lanes 2,4; hottom
panel; n-MYC), whereas die fKBP-RAfc did flot interact
with MEK (fig. 23, lanes 3,4; middle panel; u-MYC).
Rapamycin treatmcnt did flot affect die hehavior cf die
KSRc and RAfc constructs expressed alonc (fig. 23,
lanes 6,7), but premoted their heterodimerization when
expressed together (data flot shown). This resuhed in
compiex formation between RAF and MEK and leU to
MEK pbosphorylation (fig. 2B, lanc 8). Interestîngly, this
effcct was accompanied hy a clear and strong mohiiity
shift cf FK3P—RAfe. Permutation cf die mytistoylation
signal or no mytistoylation signal on the two types of
fusion proteins gave identicai results (data flot shown),
which suggested that no additional membrane compo
nents are required in dais event. Together, these resuits
showed that indueed association hctwccn RAfc and
KSRc results in MEX phosphorylation.
b address whether MEK phosphorylation depended
on the catalytic fonction cf RAfe or KSRc, we tested thc
activity of two kinase-inactivated mutants, RAfc’4’t
and KSRCTC7OiM (Fig. 2A). As expected, kinase-inacti
vateil RAfe did flot support rapamycin-dependent MEK
phosphoryiation (fig. 2G, lane 2). Interestingly, this mu
tant did flot Uisplay a mehihty shift. In contrast,
whicb intcractcd notmatiy with MEK, did
promote MEK phosphorylation (fig. 2G, lane 4), aI
though flot as efficïently as wild-type KSR. These results
sugest that the ability et KSR te promote MEK plies
phoryiation does flot absolu tely require a catalyticaliy
intact function (sec Discussion.
KSR acrïvity is naturally required for RAS-dcpendenf
activation cf MAPK in $2 colis
The data shown ahove prouide compelling evidence that
KSR facilitates signaling betwccn RAF and MEK. Before
characterizing further the rnecbanism hy which KSR car-
ries nut dais function, we wanted te make sure that KSR
i.s gcnuinely requircd in $2 celis for activation cf die
MAPK pathway. Although previous genetic and hie
chemical data on KSR have suggested us invoivement in
die MAPK module, they have neyer demonstrated it. We
uscd the RNAi technique (Clemens et al. 2000) to de
plete cndogcnous KSR ]evcls in $2 celis as well as the
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figurc 2. induecd association between KSR amd PAF catalytic domains triggers MEK phosphorylation. (A) Schematic of tise fKBP—
PAF and FRE—KSR fusion proteins used in this study. B) S2 ceils were transfecicd with mycMEK°’ (1 pg( alune or with the indicated
cnmhinations ni KSRc tOE2 pg) and RAFc (0.3 pgj construets. Twenty-four hours postinduction of expression, crus wcrc treatcd with
either vehicle (ethanol; —rapamycin) or with I pM rapamycin (÷rapamycin) for 2 h prior w harvest. Ce11 lysates were prepared, soU
sinali fractions were used w ealuste pMEK soU mycMEK” levels by immunobiot analysis. The renlaining portion of tise lysates was
spiit and immunoprecipitated with either anti-pyo or anti-fIag antibody to monitor RAfc or K$Rc prorein levels, associated myc
MEKOA, and heterodimerization with tise opposite fRB or FKBP fusion proteins. Heterodimerization data are flot shown, for simplic
ity. The resuhs sbown here and in Figures 3—6 arc representative oC itt leasi thcc similar experîments. (C) The expcrimcnts wcre
conclucted essentially as descrihed in B w evaluate the ahility oC myr-FKlP—RAfcT’3M and myr-FRR—KSRe5’° w induce MEK
phosphorylation. Because of tise posttianslatinnai modification, the myristûylatcd fusion proteins show faster mobulity. Wc noticed
that the dimerizarion cd different fusion promos was lest rapamycin-dependent when they were ethcr botb membrsne-targeted or ont.
Titis was presumahly causcd b>’ tise tendcncy of these proteins tu associate togcthcr. Howcvcr, dimerization was strictly rapamycÏn
dependent when RAFc proteins were memhrane-taigeted, but not tise KSRc proteins or vice versa. Therefore, we presenred only the
data (or which either RAFc or IcSRc is memhrane-targeted.
levels oC die other major components and examine tise
cffect on MA?K activatinn. A stable 52 ccli une express
ing RAS’a usider tise cuntroi of a heavy metal-inducihie
pronsoter was used tu activate tise MAPK pathway. Ad
dition of copper tu ccii culture media augrnented total
RASI ievels, which resulted in it modest incruste in
phospho.MEK (pMEK) and a robust eievation of pMAPK
(fig. 3, cf. lanes 1 and 2).
In contrast tu tise douhie-stranded grecn-fiuorescent
protein (dsGfP) control RNA, incubation of ceils with
UsRAS] RNA prevented MEK and MAPK activation (Fig.
3, cf. lasses 3 and 4). dsRAS1 RNA specificaily decrcased
the ievels of RASY, but did not affect the icvcls uf en
dogenous RAP, MIX, and MAPK. Specific removai of the
three kinases of the module alto impaired signal trans
duction (fig. 3, lanes 5, 6, and 7, respectiveiy). However,
as previously reported (Ciemens et ai. 2000), elimination
of MAPK in 52 cells leU tu an incruste in pMEK leveis
fig. 3, lane 7), which suggests the presence of a MAPK
dependent negative-feedhack mechanism. interestingly,
ablation of endugenous KSR alto preciuded activation oC
MIX and MAPK hy RAS”2 (Fig. 3, lane 8), antI sinsilar
resuits were ohtaincd when the pathway was activated
using an activatcd fors of tise Sevenicss receptor tyro
sine kinase (data flot shown), whieh indicates that KSR
plays s cridcai mie as well in situation where RAS lias
flot bren overexpressed. Therefore, these resuits show
that KSR (s s houa fide component of tise MAPK path
way. In addition, given that UsKSR RNA inhibited MEK
activation, it implies that it is required at a step up
stream oC MEK, which is consistent with its abulity to
promute MEK phosphoryiation.
KSR pT(JUJOCC,s MIiK pIlOSphOrt’]tlti((fl (‘v RAF
in cl RAS-dependeni manner
Tu fuither unravel the moiecular function of KSR, we
wanted tu reconstitute a KSR-dependent MIX phos
phorylation assay using native KSR and RAP proteins,
However, soute KSRI has hcen previously reportcd tu
block signaling thruugh the ERKJMAFK pathway when
overexpressed in various ccli ((tics (sec above). This cf.
fect is Iikely owing tu sequestration of specific cumpu
nents oC tise pathway that are in 1(miting amounts. RAF
Roy et al.
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pressed proteins somewhat hypassed the normal RAS
dependency of MEK phosphoryfation by RAP.
We next examincd whethcr the kinase fonction cf
RAF and the putative kinase fonction of KSR are ra
quired for MEK phosphorylation in this assay. We gen
erated kinase-inactivated mutants for pyoRAf (K498M1
ami KSR 1K705M), ami tested their respective effect as
descrihed above. As expected, RAf kinase fonction vas
ahselutely required for MEK pbosphoiylation fig. 43,
lana 3). lii enntrast, KSRK?ol stiil pronioted MEK phos
phorylation, ahhough sligbtly tess cfficicntly than wild
type KSR fig. 43, lime 4). As for the FRB—KSRc con
struct, the ability of KSR to stimu]ate MEK phosphory
lation does not absotutely depend on its putative kinase
fonction.
KSR activity correIate with it ahility te associetc
with MER
We took advantage cf the simple cotransfection assay in
52 cells to examine the affect of five additional muta-
tiens in KSR (fig. 5A). Kolesnick ami colleagues pro
sented evidence that mKSR1 cari phesphorylate RAP
tzhang et al. 1997 Xing et al. 20001. As o kinase-inactive
mutant, they changed two conserved aspartic residues in
suhclomains VI ami Vil te alanine residues, Because the
KSRK?OSM mutant is stiil active (Fig. 33), we generated a




Figure 3. KSR is a bena f ide component cf die MAPK pathway.
tA) Untreated (—) or CuSO3-trcated t-i-) RAS’°2 colis werc cither
incubated alene (—) or with +1 tO ig 0f the indicated dsRNA.
Afier incubation, colis wcrc iyscd and pMEK or pMAPK lcvcls,
or protein ieueI for RASi, RAF, MEX, ami MAPK, were ana
lyzed by intniwobiot anaiysis using die inchcaied antibodies,
Endogcnnus XSR prorcin leveis were coder die detection timit
0f eur KSR antihody. Immunuprecipitation from —25x more
colis is required to detcct cndogenous KSR, which is incompat
ible with the RNAi protocoi. B) SE colis were transfcctcd with
pMet-KSR ami were either untreated (—1 or CuSO.,-treated t-i-t te
inducc KSR expression. Cotransfectîon cf pMet-KSR with 05 pg
cf dsXSR RNA prevented KSR accumuiation, thus shewing the
effectiveness cf dsKSR RNA.
and MEK are prime candidates as they have heen re
ported te interact with mKSR 1. Te circumvent this prob
1cm, we ceexpressed KSR together with RAf and MEK.
RASvt2 was aise used te activate the MAPK pathway. Te
prevent possible MAPK-depcndent negativc-feedhack cf.
fects, as suggested by the RNAi resuit shown in Figure 3
(lime 7), we used o kinase-inactivated version cf MEK
(MEK0’) throughout rhis work. Cnmpared with myc
cpitope-tagged MEK expresscd alone (Fig. 4A, lane 1),
RAS’° coexpression s]ightiy increased pMEK levais
(fig. 4A, lane 2). Coexpression cf KSR Or pyo-epitope
taggcd RAF in those two conditions (absence or presence
cf RAS”°) did net sigrificantly alter rho pMEK profiles
(fig. 4A, cf. lanes 3—6 te lanes 1 and 2). Strikingly, coex
pression cf MEK with KSR and RAP without RAS’°2
induced MMC phosphorylatiun (fig. 4A, lane 7), which
strongly incrcased upon addition cf RASvI2 (f ig. 4A, lane
8). These resuits suggest that native KSR promores the
abitity cf RAF te phosphorylate MEK. Although RAS oc
tivity strongiy increascd the effect of KSR, the fact that
wc detectcd an affect of KSR in the absence of RAS1
(f ig. 4A, lane 7) suggests among different possthiiities
that either endogenous RAS activity contributed to that
effect or that the highcr levais of the transiently cx-
IaMEK








+ + + KM
+ + KM +
+ + + +
+ + +
I — I r-pMEK
I—- ‘w I a-KSR
w e I
I— — f a-UYG
1 2 3 4
figure 4. KSR cnhances MEX phosphorylatiun by RAF in o
RAS-depcndent manner. (A) S2 colis were transfected wîth rho
nlYCMEKt’ reporter construct (OE3 pg) either alone (laiie 1) or
togcther with the indicatcd combinatiens cf RAS42 (0.6 fig),
KSR 0.1 ig), and pyoRA? (OE03 pg) constnlcts. CciÏs wcre iyscd
36 h postinduction of cxprcsuion, anti pMEX Ievcts wcre axant
mcd by immuneblet anatysis. Protein levels were evaluated for
KSR, pyeRAF, anti mycMEK as indicateti. (B) 52 oeIls were
transfectod as in A whh die indicated combinations cf exprcs
sien pI ismids KM dcnotes p nRAFKaM or KSR’7°
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Figure 5. KSR activity dcpends on multiple regions of the KSR procein. (A( Structure uf KSR and amino acid positions of various
mutants used in this study. In addition tu a putative kinase domain, the canserved area I (CAl), the proline-rich stretch (Prul, the
cysteine.rich motif (CRM), and the serine/threonine-rich stretch/FXfP motif (S/T FXFP! are other fcatures al the KSR proteins
(Tberricn et al. 19951. (8) 52 ceits werc translectcd with die iodicatcd combinations o) inycMEK° (0.6 ug), RAS”2 (0.6 pg), pyoRAF
0.2 pg(, and wild-type (WT( KSR (0.7 jigi or une uf the indicatcd KSR mutants (0.7 pg). Ceilh lysates were prepared 36 h pustinduction
of expression md cither directly uscd to determine pMEK levels or immunoprccipitaced with a monoclonal anti-KSR anrihudy tu
examine the amounts of mycMEKA and pyoRAF associated wirh KSR. Protein levels for KSR, mycMEK’M, and pyoRAF were aiso
evaluatcd.
KSR kinase.defective mutant similar tu theirs D800A—
DS 1 7A) tf) test its effect. The four other mutants affeeted
independent regions of K$R. XSRosRs lies within
the CAl domain. This mutation has hecn recovered as a
hypomorphie ioss-of-functic,n allele in a RAS-dependent
genetic scrccn in Drasophila (Therrien et al. 1995).
KSR9-3015 disrupts die integrity of the cysteine-rich
motif. A similar mutation in mKSR1 has been shown to
abrogate ils ahility tu promote P.AS.dependent Xcnopus
oocyte maturation (Michaud et al. 1997). KSR contains
an fXfP motif that bas heen propesed tc) fonction as a
MAPK docking site (Jacohs et ai. 1999). The function of
this motif in KSR is unknown. We changed the first phe.
nylahinine residuc of the motif, KSRTsw, tu verify ils
functional relevance. Finaiiy, s mutation in KSR isolateci
in s RAS-dependent genetic screen in C. elegans
(Sundaram and Han 1995) bas heen rcported to prevent
die association betwcen XSR and MER (Stewart et al.
1999). A similar mutation ivas generated, KSRc9Z2Y, ta
examine die effeet of impairing die KSR/MEX interac
tion. The ctfect of these mutations is shown in Figure 5B.
Interestingiy, in contrast to KSRK7o, which stiil sup
ported MER phosphorylation, KSRuoo DSI7A and
KSR’22” completely ahrogated KSR activily (Fig. 5A, cf.
lanes 2, 3, and 7). In addition, KSR°’’ showed a
severe reduction of acdvity (Fig. SA, lane 4), whereas
KSRcassc4ott showed only s shght, but reproducible
reduction in KSR activity (Fig. SA, lane 5), andKSR’5°°”
was as active as wild-type KSR (f ig. 5A, lane 6). Given
that the two XSR mutations (L5OS—RS1G anti C922Y)
corresponding tf) loss-of-function mutations isoiated in
genctic scrcens also disrupted die ability of KSR tu in
dccc MEK phosphorytation liy RAF, it strangly suggcsts
that die assay recapitulates die normal function of KSR.
We then investigated whether die effect of the muta-
tons could he caused by defects in their abulfty to asso
ciate with MEK and/or RAF. Tu vcrify this, we immu
noprecipïtated KSR or die mutant variants from ccli ly
sates used te analyze pMEK levels (f (g. SB) and examined
the amount of eoimmunoprecipitated mycMEKD\ anti
pyoRAF (fig. 5B, middle part of the panel). As reported
for mKSRI (sec above), Drosophilci KSR aIse associated
with MER anti RAP (f ig. 5B, lanc 1). Twn mutants,
KSRDOOÂ_D5hlÂ and KSRciaY, did not intcract with
MER (Fig. 5E, lanes 3,7). lnterestingly, they aiso faiied ta
stimuiate MIX phosphorylatien. In contrast, KSR”°1,
which is airnost as active as wild-type KSR, was ont sig
nificantly affecteti in its association with MEK (fig. 5B,
lane 2). These resuits suggest that the abuiity of KSR to
interact with MEK is critical to stimulate MEK plies.
phorylation. fntriguingiy, KSR O,R,IG associated nor
maliy with MEK, yet was severely diminished in its ca
floy et il.
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pacity to promote MEK phosphorylation (fig. 5B, lane 4).
Although we did flot observe a drastic cffect regarding
the binding propcrties of this mutant, it very reproduc
ibly showed an approximately twofold decrease in its
capacity to associate with RAP. This observation sug
gests that the CAl domain mediates an association with
RAP, KSR A-n5 7A and KSR’912’’ also showed a simi
lar RAF-association defect (fig. 5B, lanes 3 and 7, respec
tively). Their reduced interaction with RAf might be
causcd by their inability to bind MER, which normaily
mîght stabiiïze the KSR/RAF interaction. Altematively,
these ni utations might induce structural perturbations
that .reduce the KSR/RAf association indepenclently of
the inahility ol MER to hind KSR. Taken together, these
data indicate that KSR associates independently with
MER and RAF, and that thcse interactions appear w be
critical for KSR activity.
KSR allows the formation of o RAf/MEK complex
Previous work reported that the association between
mKSRI and RAF is RAS-dependent (Therrien et al. 1996;
Xing et al. 1997). Intercstingly, we found that Drosophila
KSR con associate wkh RAF without coexpressing an
activated form of RAS (fig. 4A; data ont shown). Wc
therefore wanted w determine whether endogenous
RASI activity might contri.bute to this interaction. Ta
verify this, we coexpressed pyoRAP and KSR in the pres
encc of dsRNA for GFP, RAS 1, MEK, or MAPK, immu
noprecipitated RAF, and measured the leveis of associ
ated KSR. As for the negative controls, addition of
UsRASI RNA did flot perturt) the KSR/RAf association
(fig. 6A, lane 3), which suggcsts that tha Drosophila
KSR/RAf interaction can occur in the absence of RAS-
mediated signais. The inability of dsMEK RNA w alter
the KSR/RAF association (fig. 6A, lane 4) is another in
dication that KSR interacts with RAP indepcndently of
MEK.
Civen that KSR appears tu associate independently
with RAP and MER, we tested whether KSR might
physicaliy link RAF and MER together. We coexpresseci
fixed amounts of RAP and MIX alone or in the presence
0f increasing amounts of KSR, and evaluated the lcvels of
associated MER by probing the anti-pyo immunoprecipi
tatcs with anti-myc. As shown in figure 613, coexpres
sion of RAf and MER alone did not resuit in the forma
tion of a stable RAf/MEK association (Fig. 6A, lane 3). In
sharp conuast, expression of KSR aliowed the formation
of o RAF/MEK compiex (Fig. 6A, lanes 4—6). The levels of
MER associatcd with RAf increased upon augmenting
the expression leveis of KSR as prcdictcd if KSR physi
cally connects RAP and MER. 1f this moUd is correct,
KSRcaY should not induce the formation of a RAF/
MER complex hecause it no longer hinds to MER (Fig.
513, lane 7). lnterestingly, when coexpressed with RAP
and MEK, wild-type KSR showed greater protcin stabil
ity compared with KSRCSI1\’. We therefore transfected
more DNA for the mutant constntct to compare the cf.
fect of equal amounts of proteins. As predicted,
KSPS9uui’ could flot promote die formation of o RAf/
MER complex (fig. 613, lanes 7—10).
We were intrigued by the fact that KSR induced the
formation of a RAfJMEK complex in the absence of co
transfectcd RASvI2. We therefore verified whether en
dogenous RAS1 activity was invoived in the RAFIMEK
complex formation hy elirninating its contribution using
dsRAS 1 RNA. Surprisingiy, as shown in figure 6C,
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Figure 6. KSR inieracts independenrly with RAf ami MER and indures die formation of o RAf/MEK complex. (A) S2 cela were
transfected with pyoRAF alone or together with KSR in the presence of the indicated dsRNAs (0.5 pp lanes 2—5). CelI lysates were
prepared and immunoprecipitated 36 h posuoducdoo as incbcated. Leve.ls of associated proteins ami their relative amounts were
evaluatrd hy immunoblot analysis. (B) 52 calta wcre transfected with mycMEK°” OE2 pg) and pyoRAf (0.2 pg) constructs eithcr atone
(lanc 3) orwfth increasing quandries for wild-typc [WT) KSR (00% pg, 0.08 pg, and 0.325 pg) or for KSR°5 or KSR (OE02 pg,
0.08 tg, 0.325 pg, and 1.3 jig), as indicated? control (lane 1) used 1.3 pg of wild-type KSR. Ccli lysates wcrc prepared 36 h postindoctioo
and imrnuaoprecîpitated by die anti-pyo antibody tu measure associated MEK and KSR levels by immunoblot analysis. Protein levels
in lysates were also determined. (Cl S2 relis were transfecteci with mycMEK (0.2 pg), pyoRAF (0.2 pg), or KSR (0.7 pg) without or
with 0.6 pg of HA-cpitopc-taggcd RAS or 0.5 pg of UsRASI RNA as indicatcd. Ccli lysates werc prcpared as in C. ha-RAS5° tcvcis
wcre cxamincd osing anti-HA antihody, Note that addition of UsRA$l RNA climinates ha-RAS’° completely.
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tlanes 1 amI 2). Similarly, cocxprcssion ef RAS” did flot
significantly enhanec its formation (fig. 6C, lane 3). To
gether, these findings strongly suggcst that KSR con
nects RAF and MEK and that the assemhly does flot te
quire RAS activity.
Discussion
KSR was originally recognized as an essential campe-
fient of RAS-media ted signaling pathways in Drosophila
anti C. ekgtms Kornfeld et aI, 1995; Sundaram amI Han
1995; Therrien et al. 1995). Although the characteriza
tien of mouse KSR1 linked it tc) the ERK module (Mot
tison 2001), its precise moleculur function bas flot here
tofore hecn elucidated. Here, we show that Drosophile
KSR is genuincly required for signal transmission
through the MAPK pathway at a step upstream of MEK.
In agreement with this, we found that KSR dircctly par
ticipates in the phosphorylation of MER hy RAF and that
this event does not ahsolutely require the putative cata
lytie function of KSR. We further show that KSR associ
ates inclependcntly with MER and with RAF. These in
dependent interactions lend to the formation of a stable
RAF/MEK complex, thereby positioning the activator
RAF in close proxirniry te its substrate MEK, Hence,
KSR operationally hehaves as a molecular scaffold that
assembles the RAf/MEK functional pair (Fig. 7A). Civen
that MP1 apparently coordinates the formation of MEK/
ERK complexes (Schaeffer et al. 199$), it will certainly bc
interesting to investigate whcther KSR anti MP1 func
tien together te orchestrate the formation of n ceinplete
ERKJMAPK module,
Mouse KSR1 had heen previously reported to associate
constitutively with MEK anti in n RAS-dependent man
ocr with RAF (sec above). However, the physical cense
quences of these associations had net heen explored fur
ther. We found here that Drosophile KSR also intcracts
with MER anti RAF, but, in centrast to mKSR1, the Dro
sophila XSR/RAf association did flot appear to depenti
on RAS activity. A tesson for this difference might be
that the association hetween mKSRl anti c-RAf did net
resist the immunoprecipitation procedure. However, in
the prcscncc of activatcd RAS other contacts might have
formeti, which coulti stahilize the cumplex. RAS-induccd
oligcmenzation and/or other proteins might be involvcd
in stabilizing thc mKSRI/c-RAf complex. Rcgardlcss of
the exact mechanism, eut results clearly show that the
associations hetween KSR and RAF anci hetween KSR
amI MER are mediated hy intiependcnt parts of KSR and
resuit in thc association cf RAF and MEK. Given that eut
data suggest that RAS is dispensable for these interac
tions, this imp]ies that an inactive KSR/MEKJRAF ter
nary complex rnight exiat in nonstimulateti ceils (fig.
711). Interestingly, STE5 bas aise bcen shown to assemble
n three-kinase MAPK complex prior ta signal transduc
tion (Chai et cl. 1994). This might be a general mecha
nisrn used by scaffoiding proteins ta a]low highly effi
cient switch-Iike signal transmission. Consistent with
this possibi ity, we found that entiogenous KSR, which
apparcntly represcnts d % cf endogenous RAF anti MER
protein levels, is predominantly associateti with RAF
amI MER in S2 celis (data not shown).
The CAl demain appears te be involved in connecting
the KSR/MEK compiex te RAF. it is stifl unclear
whcther the interaction is direct or not. Although the
mutation affecting the CAl domain redueed the KSR/
RAF association, it did flot abrogate it (Fig. 511; data flot
shown). Ibis sugests that cither the mutation tees flot
fully disrupt the interaction with RAF or that another
rcgion(s) cf KSR makes contact with RA?. This is con
sistent with die fact that this mutation allowed to some
extent the formation cf n RAfJMEK association, aiheit
net as effectively as wild-type KSR data flot shown) anti
that k geneticaily hehaved as n weak loss-of’function
mutation (Therrien et al. 1995). Alternatively, it is pos
sible that the mutation tocs flot affect RAF binding per
se, but localizes the mutant KSR protein aherrantly. Ai
though MER might stahilize the RAF/KSR interactjon
(Fig. 5E), it is flot primarily mediating it. Inciceti, UsMER
RNA did flot penurh the KSR/RAF association (f ig. 6A),
anti the two mutants, KSR)HfbDsJ7A anti XSRc9l,
wtiich no longer interacted with MER, stiil associated
with RAF (f igs. 5B anti 6B). Systematic mutagcnesis anti
deletion mutants cf RSR shouid allow the identification
cf additional regions, if any, involved in the formation of
the RAFJMEK complex. Given that mKSRI, like the
B Quiescent
RAS
Figure 7. Modci aceounting for KSR function. Sec text for details.
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RAF isozymes, interacts with the 14—3—3 proreins,
HSP9O, and p55/CDC37 jXing et al. 1997; Cacace et al.
1999; Stewart et al. 1999), it wifl be intercsting to dis
cover the contribution of these proteins in the KSR/RAf
association and in the regulation of the KSR.dependent
RAF/MEK complex.
Previous work in Drosophila showed that ksr loss-of
function mutations suppressed activated RAS-mediated
signaling, but dïd not alter aetivated RAP funetion (Ther
rien et al. 1995). Thcse observations lcd the authors to
propose that KSR is required at ai step betwcen RAS and
RAP or in ai pathway that acts in pataud. However, as
thcy mentioned, the data were also consistent with the
possibility that the activated RAP transgene was cx
pressed w bigh levels, therehy bypassing the require
ment for KSR function. Our resuits are consistent with
the sceond intcrpretation. Wc found that KSR promoted
MIX phosphorylation when low amounts of the RAP
construct were transfected (fig. %A), but that this effcct
declined upon increasing the amounts of transfected
RAP data not shown), The genetic data also raised the
possibflity that KSR is invotved in the RAS-dependent
RAP activation mechanism. This latter proccss has been
the suhject of numerous studies, but remains largely
enigmatic Kolcb 2000). A nurnhcr of lahoratories have
tcsted the possïhility that KSR dircctly phosphurylates
RAf (sec ahove), Most of these attempts have failed to
show catatytic function for KSR, cxcept for Kolesnick
and colteagues, who did report that KSR can phosphory
laite and activate RAP iZhang et ai. .997). Our data do flot
support their findings, but may provide an explanation
for the apparent contradiction. Intcrcstingty, there is ai
correlation hetween the ahility of KSR to hind MER and
the appearance of ai mobility shift in transfected RAP
(fig. 513), which aippears to be caused by phosphorylation
(data not shownj. KSRD 05 17 and KSRiaas did flot
induce the mohility shifi, whereas KSRKtM did. ihis
suggests rhat this event does not depend on the putative
catalytic fonction of KSR, but, rather, on irs ahility to
interact with MIX. Morcover, the mobility shift ob
scrved for fKBP—RAfe appcared to depend on its auto
catalytic fonction because fKBP—RAfc’t4955 did flot dis
play the mohility shift, even though it hetcrodimerized
with the FRB—KSRc/MEK complex upon rapamycin
treatment (f ig. 2G, laine 2; data net shown). Together,
thcse datai suggest that RAP autophosphorylation is
strongly stimulated whcn MEK hi brought ta RAP by
XSR, and thus KSR rnight be involvcd indirectly in RAf
activation, flot by virtue of its catalytic function, but
rather by the affect of recruiting MIX tu RAP. Given that
the Kolesnick group used KSR IOA-0517A as a kinase
inactivated mutant, which mes flot bind to MEK, it
raises the possibility that their resuits correspond, in
fact, to ai KSR-dependent RAF autophosphorylation.
Coiisistent with this, the onty KSR-depcndcnt phos
phorylatcd rcsidues thait they identifjcd correspond to
RAF autophosphorylation sites (Zhang et al. 1997; Xing
and Kolesnick 2001).
Surprisingly, the simple coexprcssion of KSR with
MIX, RAP, and activated RAS, is sufficient w reconsti
tute ai XSR-dcpcndcnt assay. Thc rcliability of the assay
as supported by the observation that wild-type KSR he
haved as ai positive component of the pathway, as genet
ics predicted, and KSR mutations corresponding to pre
viousiy identified kair loss-of.fitnctïon aHeles were inert.
The critical aspect of thc assay is the simultaneous ex
pression of RAP and MIX with KSR. When KSR is ovcr
expressed in ai ccli line, RAP aind MEK also need tc) he
coexpressed to high enough levels to prevent their un
couphng on separate KSR molecules. A similar situation
hais hccn observed for 11?- 1, wbich was first thought t0 be
an inhibitor of thc JNK pathway (Dickens et al. 1997).
Our resuits thus provide an explanation as to why mamy
laboratories found that KSR inhibiteil signaling thtough
the ERX pathway when ovcrexptesscd in varlous ccli
unes. When expressed at very low levels, nKSR1 bas
heen shown to accelerate RAS-dcpcndent Xenopus oo
cyte meiotic maturatiun (Therricn et ait. 1996; Cacace et
ai. 1999), ai proccss that depends on activation of the ERK
module (Birchmeier et al. 1985). Intriguingly, mXSRI aie
tivity in this system appeared W he mediated maiiniy hy
the cysteine-rich motif (CRM; Therrien et aiL 1996 Mi-
chaud et al. 1997). Mthuugh this rcgion is probahly re
quireil for normal KSR aictivity, it dues flot aiccount for
its entire function. Therefore, this assay probahly recai
pitulated only partially the nurmal function of XSR. Bio
chcrnical analysis of the CRM revcaled that k is in
volvcd in targeting mXSR1 to the plasma membrane in ai
RAS-dependent manner (Michaud et al. 1997). Nonethe
less, it is unclear why the CRM atone was capable of
stimulating RAS-dependent Xenopus oocyte maturation.
was rcproducibly lcss active than wild
type XSR in the S2 ccH aissay, thus confirming the fune
tional relevaince of the CRM. However, the effect was
weak (Fig. 5B]. This coulcl he eaiused by the fact thait the
main participants were overexpressed, thereby making
thc system less dcpendent on signais normalty concen
trating the various components to the plasma mem
brane.
lntriguingly, besicles the lysine to arginine change in
subdomaiin li of the maimmaiuian homologs, KSR proteins
have ai highty consen’ed kinase domain (Therrien et al.
1995). ut hi formally possible that this domain is enzy
maticaHy active, but that we have not found the proper
conditions and/or substrates to detcct its activity. The
observation that the two KSRKToM mutants uscd in this
study are slightly less active than their wild-type coun
terparts, even though they aissociate with MER w the
same extent as wild-type KSR, suggests that XSR might
possess a caralytic f unction that is required in concert
with its scaffolding propcrty for full activity. Alterna
tivcly, it is possible that thcir lasser activity is owing to
structural changes in KSR thait do not perturh the XSR—
MIX interaction but affect the way KSR presents MIX
to RAf. Stringent sequence conservation might thus ha
required to maintain ai particutar kinase domain confor
mation w attow highly specjfic aind rohust interaction
with MER for the sole purpose of presenting ai particular
portion of MIX w RAP. Given their structural related
ncss ami the good homology hetween their kinase do-
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mains, RAF and KSR prubably evolved from a common
ancestral kinase by gene duplication. One of the descen
dents of this hypothetical duplication event might have
given risc ta the three RAP kinase family members,
which retained catalytic hmction, whcreas the other de
scendent might have eventuafly lcd ta the twa KSR
gcncs found in mammals (M.T., unpuhl.) that evolvcd as
scaffolds specïalized in bridging RAF and MIX proteins
together. Although it is currentiy unclear whether tise
functional shift observed for the KSR kinase damain wïIl
aisa be ohservcd in other uncharactcrizcd kinases for a
similar purpose, this ccrtainly highlights the importance
of showing the catalytic activity of a kinase or any other
enzyme before assuming it per(orms an enzymatic step
in a given process.
It is becoming increasingiy elear that components for
several signaling pathways are specifically organized by
scaffolding proteins for review, sec Pawson and Scott
1997), However, we still know very littie about the way
they operate. The genetic and motecular data gathered sa
far on Drosophile KSR are consistent with its involve
ment in signaling efficiency, that is, when KSR is non
functional, low amounts of signal reach MAPK. Tlsc
cham of events is, however, not severed hecause acti
vated RAF can rescue ksr toss-of-functian phenotypes in
Drosophile (Therrien et al. 1995). Our resuits show a raie
for KSR as a molecular scaffold coordinating the RAf/
MER interaction. This is, howevcr, one part of the sjgnal
propagation mechanism through the IRK/MAPK mod
ule. Once MER is activated, it must relay the signai ta
MAPK. it wffl be interesting ta determine whetber KSR
also participates in this proceas or whether another mol
ecuic, such as MP1, executes that step indepcndently.
Plosmiils
pMet-KSR was made by inserting a 2.9-kb MatI cDNA insert
encoding ftsll-length Drosophile KSR Therrien et ai. 1995) inta
pMet, s vector conteining tise metollothioncin promoter induc
ihic by heavy metais. Mutant KSR canstruets and other mutants
mentianed bekiw were generatcd using tise QuickChange mu
tageitesis kit Stratugene). Ail canstruets were verificd by se
quencing.
pMet-pyoRAf was gcncrated in thrce stcps. First, an EcoRl/
Xhoi 9CR praduct corresponding ta Drosophile RAP full-length
cDNA was inserted hua polueScript Sntagene). Second, an
aligonucleatide encading twa palyama epitape tags
MEYMPME) teas inserted iota tise EcoRl site in place af the
first methionine. Tise fcoRl/Xhoi insert svas then mavcd into
die pMet EcoRI/.ÇalI sites. pMet-pyoRAF4°”M was geoerated hy
mutating tise indicated cation in pMet-pyaRAF.
pMet-mycMEK°” was generated in twa steps. First, a 9CR
product correspanding ta Drosophile MEK fuii.iength cDNA
wtth &oJU extremities and s myc-epitope tag EQKUSEEDLN)
at tise 5’ end was inserted mb u pBlueScript il vector. Tise
resulting pBS-mycMEK ivas then mutagenized ta change aspar
tic acid residue 224 in kinase subdamain VII ta an alanine resi
duc (DAt. Tise mycMEK°’ insert was tisco moved iota tise
EcoRl site of pMet.
pMet-RAS”2 was previousiy described (Therrien et ai. 19991.
pMet.haRASvtS was made by inserting an oligonucleotide en
codiog threc HA epitapes (YPYDVPDYA) toto tise EcoRi site al
pMet-RAS” in place al tise first methionine,
Thc fKBP sud fRB fusion canstruets werc assembied as fol
lows: oligonucleatides eneading either tise Drosophile SRC my.
dstoylatian signai ([irst 16 am.ina ackis) ara nonmyxistoyhitsbie
version (Giy 2 changed ta Ais), were inserted iota tise Kpnl/
&oRl sites al pfltueSeript; s BstEH site bas heco includcd im
mediately upstream af tise EcoRi site in the aligunucicotides.
Far tise RAfc derivarives, a BstBH/EcoRi fragment encampass
ing tise RAF catalytic domain wild type or kinase-inactivatcd;
amina acids 371—782) was inserted iota the BstEII/EcoRl sites af
pBS-Myr or pBS-Myr’-. A ?CR praduci corresponding ta pyo
tagted mouse fK506-binding pratein eDNA was then inserted
in tise BstEII site af tise Myr ar non.Myr RAFe construets. Kpni/
MatI campiete inserts were then transferred iota a pMet vector.
for tise KSRc dcrivativcs, an &aRi/Xbal fragment dncarnpass
ing tise KSR eataiytic damain (wild type or inutatcd versions5
amina aeids 484—966) wss inserted iota tise equivaient sites ni
pBS-Myr or pBS.MyrA. A PCR praduct carrespanding ta flug
epitape (DYKDDDDK)-tagged rat fKBP-rapsmyein-binding do
main (fRB; amina acids 2025—2114 al rat fRAP( was inserted
iota the BstEll/EcaRI sites of tise Myr or nan.Myr XSRc con
struets. Kpnl/NarI compiete inserts were then transferred iota u
pMet vectar.
Ccli rransfecrian, ceP lysa tes, ttnd immunoprecipite rions
Far transfeetion experiments, 10r S2 celis were piated per 100-
mm-diameter dish (Nuoc) aod iocuhated overoight, Cclis wcre
traos[eeted with dîfferem comhioatians of plasmitls (2 pg total)
using the Effectene reageot Q1AGEN). Protein expression was
indueed 36 h alter transfectian by addition al 0.7 mM CuSO4.
Ceils wcre isarvested in Nonidet P-40 iysis buffer (Tiserrien et
al. 1996) ut 36 h postmoductioo. Immuooprccipitations were per
fonned by incubating ccii iysates wkh antibody supematants at
4C for 1 h. Pratein A1G agarase heads (Santa Crus Biatechnol
ogy) were theis added, and gcntly roeked at 4C far an additional
3 h. Immunopreeipitates were washed three drues with cold
iysis buffer hefore anaiysis.
Western biot analysis and antsbodies
Ccii lysates or immunaprecipitated proteins were resalved on
8% SDS-PAGE sud transferred ta nitraceilulase membranes.
Proteins were prahed using appropdate primary antibadies from
tise fallawing sources: n.KSR monoclonal antibady (mAis) ivas
prcviousty descrihcd (Therrico et ai. 1996); wRASi, o-PYO cpi
tape, and o-HA epitope (12CM) mAhs wcre kindly provided by
Gerry Robin (University af Caiifornia, Betkeiey) is-Drosophila
RAF palyelooai antibody was a kind gift from Debbie Mardson
(National Cancer iostitute, frederick, MD); ct-MYC epitope
mAb (9E10) was irons Santa Crus Biatechnoiogy; n-MEK-l&2
and a-9MEK-i&2 polyclonal antihodies were fram Ccli Signai
10g; and n.ERK-i&2 and n-dpERX-l&2 mAbs were fram Sigma.
RNiii experiments
DsRNAs were generated as prevtously deseribed (Cleinens et al.
2000) with shght modifications. DNA fragments (—700 hp con
taioiog codiog scqucoccs for tise targered protcios wcre ampli
fied by 9CR. Eaeis PCR primer cantamned u 5’-T7 RNA palymer
ase hinding site (GAATTAATACGACTCACTATAGGGAGA)
followed by 21 nucicatides caircspanding ta tise targeted se
quence. Tise PCR products wcrc purificd using tise QlAquick
9CR purilicatioo kit (Q1AGEN), One microgram al 9CR prod
xxx
Materials and methods
436 GENES & DEVELOPMENT
XXXI
KSR bridges RAI’ and MER
uct sras used pci in vitro transcription reaction. RNAs wcrc
phenol.-chloroform.extraeted, ethanol-precipitated, and resus
pended in TE buffer, DsRNA5 wcre generatcd by heating RNA
sampies to 95’C sud annealcd hy slow coobng tu room tem
perature. DsRNA quality was verified on 1% agarose gels.
for RNAi experiments, 2 s i0 RAS” celis were plated per
weliofsix.wel] tissue culture dishes Nunci ami incuhated over
night. Media wcre changed for 2 mL of complete medium with
or without 10 pg of dsRNA. Ceils werc incubatcd for 5 3.
RAS’ 2 cxprcssion was induced by adding 0.7 mM CuSO4 to the
ccli culture 10 b prior tu harvest. Civên that much less dsRNA
was used in transfection experiments (0.5 ug), interferenec was
essentiafly restricted to the transfeeted cela.
Genct lCs, hstoiogy. aad irnrnonohîswchernistry
Fly culture sud crosses were perfonned according to standard
procedures. Scanning clcctron microscopy was conductcd as
previously described lUmmel et al. 1990. Staining of thkd in
star eye imaginai dise was performed according tc) Gabay et al.
1997.
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